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RESUMEN

El envejecimiento es referido como el deterioro progresivo de las funciones
fisiologicas a nivel tisular, celular y molecular, donde existe una gran acumulacion
de dano debido a una pérdida en la homeostasis, lo que lleva a un individuo a
disminuir su calidad de vida, adquirir enfermedades cronico degenerativas y
posteriormente la muerte. Por lo que se ha aumentado el interés en su estudio y
se han ocupados diferentes modelos biologicos como la levadura
Schizosaccharomyces pombe. Durante el envejecimiento cronolégico en levaduras
se han identificado diversos procesos metabdlicos alterados, entre ellos una
disminucién en la eficiencia de la autofagia, un proceso que se encarga de reciclar
gran cantidad de componentes celulares y disminuir la cantidad de moléculas y
organelos dafiados. Debido a su importancia, en el presente trabajo se analizaron
los niveles de ARNm de los genes ATG4 que codifica para una cistein proteasa
encargada escindir a Atg8 para su posterior lipidaciéon, ATG17 que codifica para
una subunidad del complejo de induccion especifica de autofagia y ATG18a que
codifica para una una proteina de union a fosofoinositidos, requerida durante la
formacion de autofagosomas, por gRT-PCR en condiciones de envejecimiento
cronoldgico el cual asemeja al envejecimiento en células somaticas, encontrando
que en condiciones de crecimiento en medio minimo los genes ATG4 y ATG17
disminuyen a partir del dia 6 de cultivo, por otro lado, si se hace la evaluacion de
éstos genes en condiciones de crecimiento en un medio rico, éstos aumentan
significativamente desde el dia 6 y regresan a niveles basales al dia 11, indicando
que las condiciones nutricionales son cruciales durante el envejecimiento
cronoldgico, lo mismo se observo al evaluar el nivel de ATG18a en condiciones de
envejecimiento cronolégico en medio rico, lo cual es indicativo de que tiene un
papel importante en el proceso de autofagia durante el envejecimiento. Ademas,
se hizo la construccion de los cassette de reemplazo génico por recombinacion
homologa de los genes ATG4 y ATG17, con una estrategia en la cual se hizo la
clonacion de los fragmentos flanquenates AB-ATG4, AB-ATG17, CD-ATG4, CD-
ATG17 y el gen marcador URA4, posteriomente se hizo la digestion enzimatica de

cada uno de estos para poder ligarlos secuencialmente y finalmente obtener un
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cassette de interrupcion génica con la orientacion BA-URA-DC para la posterior
interrupcion de los genes ATG4 y ATG17 y la caracterizacion del papel de éstos
genes durante el proceso de autofagia y envejecimiento.

1. INTRODUCCION

El envejecimiento es definido en humanos como la pérdida de la capacidad
reproductiva y el deterioro de las funciones fisioldgicas conforme avanza la edad,
que puede llevar a la enfermedad o a la muerte (Prasad, KN., 2010).

El envejecimiento es un proceso con bases genéticas definidas. Las
mutaciones en el gen daf-2 codificante para el receptor de tipo insulina aumentan
la longevidad en el gusano Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster,
mientras que los ratones que carecen del receptor de insulina en el tejido adiposo
son mas longevos; por otro lado levaduras como Saccharomyces cerevisiae y
Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) han aportado informacion importante
relacionada con el metabolismo de glucosa y de nitrégeno (Spong, A., 2010). Por
su facilidad de manipulaciéon analisis genéticos, debido a su velocidad de
crecimiento y protocolos bien establecidos para su manipulacién, los estudios en
la levadura de fision S. pombe han sido fundamentales para descubrir
mecanismos conservados de envejecimiento (Lin, SJ., 2014). Para el estudio del
envejecimiento en levaduras se tienen dos modelos: envejecimiento replicativo,
definido como el numero de células hijas producidas antes de la muerte y el
envejecimiento cronolégico (CLS), definido como la duracion de la supervivencia
de la levadura en fase estacionaria, éste proporciona un modelo de envejecimiento
de las células que no se dividen equiparable a las células somaticas en eucariotas
superiores. Hasta la fecha se conoce que ambas formas de envejecimiento son
moduladas por las vias Tor/Sch9 y Ras/cAMP/PKA (Roux, AE., 2006). La actividad
rio abajo de las proteinas que participan en la autofagia, el equilibrio redox y la
funcién mitocondrial, tienen influencia en el envejecimiento tanto de levaduras
como de mamiferos. La restriccion calorica retrasa tanto el envejecimiento
replicativo como el cronolégico, lo cual ha sido relacionado con la disminucion en

la actividad de Tor, Pka1l y Sck2 en respuesta a la disposicion de nutrientes.
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Estudios recientes, demostraron que la regulacién de genes de autofagia pueden
tener un impacto en el fenotipo de las levaduras en el CLS (Morselli, E., 2009;
Roux, AE., 2010)

Por lo que, es necesario el estudio de las rutas genéticas que determinan el
envejecimiento a nivel celular para entender mejor este proceso y, en un momento

dado, ser capaces de modificarlo.

2. MARCO TEORICO
2.1.Envejecimiento

El estudio del envejecimiento es un tema de gran interés global, ya que en
las ultimas décadas, han descendido los niveles de natalidad, ha aumento de la
esperanza de vida y disminuido el numero de jovenes. El cambio demografico trae
consigo la pérdida de la piramide poblacional clasica, la cual se ha ido deformando
en los ultimos afios. Segun las proyecciones estadisticas del Consejo Nacional de
Poblacién (CONAPO), se estima que ésta perdera totalmente su forma trayendo
una poblacién totalmente heterogénea en los proximos 20 afos, siendo cada vez
mas grande el numero de adultos mayores que de jovenes en el afilo 2050, donde
la media de la poblacion pasara de 28.0 afos en 2005 a 42.7 afos en 2050
(CONAPO, 2012).

El envejecimiento en humanos es el resultado de procesos biolégicos
complejos que estan influenciados por la genética, el medio ambiente, la dieta y
factores relacionados al estilo de vida. El envejecimiento en el ser humano puede
ser definido como la pérdida gradual de la funcién de organos y tejidos, lo cual
podria llevar al individuo a la muerte. Definir el envejecimiento a nivel genético es
dificil, ya que este proceso esta dado por mecanismos complejos de expresion de
genes que pueden verse alterados en la misma célula durante el envejecimiento,
llevandola a la pérdida de la homeostasis, acumulacion de proteinas danadas y el
progresivo dafio de organelos que la llevaran paulatinamente a la muerte (Prazad,
KN., 2010). Este deterioro es el principal factor de riesgo para el desarrollo de las
principales patologias humanas como cancer, diabetes, trastornos
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cardiovasculares y enfermedades neurodegenerativas (Campsi, J., 2013). La
investigacion del envejecimiento ha experimentado un avance sin precedentes en
los ultimos afios, en particular con el descubrimiento de que la velocidad del
envejecimiento puede ser modificada, por vias genéticas y procesos bioquimicos
conservados en la evolucion. Lopez en 2013 enumerd nueve mecanismos clave
que representan denominadores comunes de envejecimiento en diferentes
organismos, tales como la inestabilidad gendmica, el desgaste de los telémeros,
las alteraciones epigenéticas, pérdida de proteostasis, la desregulacion en el
censado de nutrientes, la disfuncion mitocondrial, la senescencia celular, el
agotamiento de células madre y las alteraciones en la comunicacion celular
(Lopez, O., 2013) . El envejecimiento generalmente se acompana de un aumento
del estrés intracelular debido a todos los factores anteriores; entre los mecanismos
que se ven aumentados en respuesta al estrés destaca la autofagia, ya que se ha
observado que en condiciones de limitacion de aminoacidos, factores de
crecimiento y otros nutrientes, ademas de la presencia de macromoléculas
dafiadas o agregadas, el proceso de autofagia se ve potenciado. La autofagia es
uno de los mecanismos de supervivencia de las células durante el estrés
extrinseco e intrinseco, cuyas consecuencias biologicas dependen del nivel de

estrés (Periiyasami, S., 2009).

2.2. Modelos de estudio del envejecimiento

Los primeros estudios de envejecimiento se hicieron en Caenorhabditis
elegans y en la levadura Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) y con ellos se
descubrié que la mutacidn de un solo gen puede alterar la longevidad, se han
identificado diversos genes y mutaciones, que tienen impacto en el envejecimiento
de levaduras, gusanos, insectos y mamiferos (Spong, A., 2010). La activacion de
vias de sensado de nutrientes pro-crecimiento (I1S) inhibe la actividad de factores
de transcripcién de resistencia al estrés (Gis1, Msn2/4, DAF-16, dFOXO), reduce
la proteccidon celular y la acumulacion de lipidos y glucogeno, y promueve el
envejecimiento. Algunas mutaciones que reducen la actividad de estas vias
prolongan la esperanza de vida (Bartke, A. 2005). En levaduras y gusanos esta

extension de la longevidad requiere la activacion de mecanismos de respuesta al

10
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estrés dependientes de Gis1/Msn2/4 y Daf-16, lo cual permite la activacion de
enzimas antioxidantes y proteinas de choque térmico (Fabrizio, P. 2001). En
moscas la sobreexpresion de dFOXO extiende |la esperanza de vida media por la
activacion de la via de respuesta al estrés, analoga de levaduras y gusanos
(Panowski, SH., 2005). En ratén, la reduccion de la via IIS por la mutacion del gen
del receptor IGF-1 o por disminucién en la sintesis de la hormona del crecimiento
(GH) se promueve la longevidad y la resistencia al estrés posiblemente por
activacion de los factores de trancripcion FoxOs. GH también puede tener una
funcion promoviendo el envejecimiento de manera independiente de la
senalizacion de IGF-1, ésta puede ser dependiente de la sefalizacion beta-
adrenérgica con la delecion del gen de la adenilato ciclasa 5 (ACS5), o bien
reduciendo la actividad de la PKA. Dada la homologia en diversas vias de
regulacion del metabolismo de carbohidratos, se valida la utilizacion de cualquiera
de éstos organismos para el estudio del envejecimiento (Figura 1) (Fabrizio, P.,
2001; Clancy, DJ., 2001; Longo, VD., 2003).

LEVADURAS GUSANOS MOSCAS RATON HUMANOS
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crecimiento crecimiento
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-~ | . \
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\
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' \ '

1
1
v
Proteinas G Ras2 CHICO A
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1
]
]
]
i
| y
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Figura 1. Homologia de las vias de sefalizacién involucradas en el control del
envejecimiento en diferentes especies (Tomado y modificado de Longo, VD., y Fabrizio, P.

2012).
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El uso de las levaduras ha aportado informacion importante al estudio de
las vias y mecanismos que regulan la longevidad, gracias a ellas se ha
descubierto que existe una conservacion de las principales vias regulatorias de la
longevidad y son excelentes modelos para obtener informacion sobre los cambios
metabodlicos que existen durante el envejecimiento, entre las mas usadas se

encuentran S. cerevisiae y S. pombe.

2.3. Schizosaccharomyces pombe como modelo de estudio del
envejecimiento

Para el estudio del envejecimiento inicialmente se utiliz6 como organismo
unicelular eucariota a S. cerevisiae ya que es de facil manipulacion y poco
costoso, mas tarde se explord la posibilidad de utilizar a S. pombe encontrando
muchas similitudes con eucariontes superiores tales como los procesos de splicing
de ARN, mecanismos de reparacion del ADN, la funcidon de los telémeros, la
presencia de un sistema de RNAI, ademas sus condiciones de cultivo son simples
y similares a S. cerevisiae (Sipiczki, M., 2004).

Existen dos tipos de paradigmas de envejecimiento estudiados en la
levadura. El envejecimiento replicativo definido como la cantidad de células hijas
que puede tener una célula madre antes de morir y el envejecimiento cronolégico
definido por el tiempo que puede vivir una célula en la fase estacionaria sin aporte
de nutrientes. Las condiciones ambientales determinan la proliferacion, el
comportamiento en el estado estacionario y la diferenciacién, definiendo asi los
distintos paradigmas de envejecimiento. Diferentes procesos moleculares modulan
la longevidad en la levadura, entre estos se encuentran la funcion mitocondrial, el
control de calidad de proteinas y la sefializacion de nutrientes. Algunos de los
mecanismos correspondientes en cada modelo de envejecimiento aun no han sido
elucidados; algunos son generales como la inactivacion de vias de sefializacién de
nutrientes (Ras/PKA y TOR-Sch9) (Figura 2) (Carmona, D., 2014).
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Figura 2. Los procesos que intervienen en la regulacion de la replicacién y el envejecimiento
cronolégico (Tomado y modificado de Carmona, D., 2014).

2.3.1. Caracteristicas del envejecimiento cronolégico

El envejecimiento cronolégico en levaduras ha sido usado
satisfactoriamente para estudiar los mecanismos causantes de la inestabilidad
genomica dependiente de la edad permitiendo la identificacion del dafo oxidativo
al ADN vy los sistemas de reparacion a prueba de errores como clave para la
acumulacion de mutaciones observadas durante el envejecimiento cronoldgico

(Breitenbach, M. 2012).

Una de las ventajas del envejecimiento cronolégico (CLS) es que se puede

medir la supervivencia de células en estado quiescente, este puede servir tanto
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como modelo de envejecimiento de células de mamifero pos-mitéticas asi como
modelo muy simple de envejecimiento de un organismo. El monitoreo del CLS es
extremadamente simple, no requiere micromanipulacién, ya que se basa en el uso
de cultivos de millones de células, el cual facilita el monitoreo de la longevidad de
mutantes y permite el uso de un amplio numero de ensayos genéticos, genomicos
y bioquimicos. Un ensayo estandar de CLS en levaduras incluye el cultivo de la
levadura en un medio completo hasta que el agotamiento de nutrientes promueve
el arresto del ciclo celular. La mayoria de las células detiene la division celular
después de 2 o 3 dias después de cultivo, la viabilidad usualmente se mide por
ensayos de unidades formadoras de colonias o tinciones de viabilidad usando
colorantes como floxina B o azul de tripan (Roux, AE., 2006).

Se han usado cuatro tipos de medios de cultivo en S. pombe para ensayos
de CLS: medio sintético EMM (Edimburgo Medio Minimo) completado con todos
los aminoacidos, medio sintético dextrosa (SD), medio rico basado en extracto de
levadura YE suplementado con componentes auxotréficos y medio minimo EMM
solo, estos se mantienen en agitacion y aireacion a 29 °C desde dias hasta
semanas, durante los cuales se puede medir la clonogenicidad de la levadura en
la fase estacionaria y se ha observado que existe un decaimiento exponencial de
la clonogenicidad entre la primera y la tercera semana. Las células observadas en
estas condiciones se encuentran en inanicion y su supervivencia depende a largo
plazo de la respuesta genética a las condiciones de inanicion resultando en un
gran numero de cambios morfologicos y fisiologicos. Entre los cambios y
problemas que se experimentan en esta etapa destacan algunos defectos en la
remocién de moléculas dafiadas por mecanismos como la autofagia. Una de las
principales caracteristicas en el envejecimiento cronolégico de levaduras es la
presencia de dos poblaciones en la fase estacionaria, una de las cuales se
compone de células jévenes (hijas) morfolégicamente diferenciadas, con baja
actividad metabdlica y longevas, mientras que la otra poblacion es propensa a la
muerte por apoptosis y una vez lisada pueden servir como alimento para la

adaptacion de la poblacion joven (Fabrizio, P., Longo, VD., 2008; Allen, C., 2006).
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Una de las condiciones mas estudiadas durante el envejecimiento
cronoldgico ha sido la restriccion calorica, ya sea reemplazando el medio de
cultivo por agua, cambiando la composicion de aminoacidos o bajando la
concentracion de glucosa desde el 2 % al 0.05 % en medios como el YE o el SD,
donde se ha observado que se incrementa el tiempo de vida media de la levadura
(Roux, AE., 2009). Sin embargo, este fenomeno no se observa en medio EMM; se
ha propuesto que el crecimiento en medio sintético es similar a la restriccion
caldérica donde dominan los efectos de una respiracion celular aumentada sobre
los efectos de la restriccion calorica, esta hipétesis se refuerza por la observacion
de que en medio minimo, la velocidad de respiracion se eleva incluso en altas
concentraciones de glucosa, similar a lo que pasa en bajas concentraciones de
glucosa en medio rico. Se ha demostrado que incluso la sobrenutricion de glucosa
en medio EMM puede potenciar débilmente la esperanza de vida, en este caso,
una gran disponibilidad de energia parece ser de ayuda y parece favorecer el
mantenimiento de las funciones para incrementar el CLS porque la restriccion
calorica se alcanza independientemente de la glucosa. Alternativamente, la via de
sefializacion de glucosa podria ser alterada en el medio EMM, lo cual es
consistente con el hecho de que las mutaciones en esta via viven mas a pesar de
crecer en un medio con altos niveles de glucosa. El uso de diferentes medios de
cultivo puede incrementar la esperanza de vida en S. pombe probablemente
ligados a la restriccion calorica, con el hecho de que el crecimiento en medio EMM
tiene una mayor esperanza de vida comparada con un medio rico como el YE. Las
vias implicadas en aumentar la esperanza de vida son aquellas que tienen que ver
con la senalizacion de nutrientes Sck2/Tor/Pka1, la via de respuesta a estrés
activada por la cascada de las Wis4/Wis1/Sty1 MAP cinasas, las cuales convergen
en la activacion de factores y vias de respuesta a estrés como la autofagia (Roux,
AE., 2010).
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2.4. Autofagia

Durante el crecimiento y desarrollo celular normal, existe un balance entre
la biosintesis y el catabolismo de macromoléculas. Este balance es preservado
por diversos mecanismos que responden a las circunstancias del medio ambiente
y estimulan vias de senalizacion especificas en los sistemas de respuesta al
desarrollo y crecimiento. En este proceso, hay una invariable produccion de
componentes que pueden ser toxicos para la célula. Los cuales deben ser
reconocidos para su apropiada degradacion, mantener la funcién y viabilidad
celular. Comunmente las proteinas danadas provocan interacciones
intermoleculares anormales que forman agregados, que al ser atrapadas dentro
otros componentes celulares son citotdxicos. En células eucariotas, los principales
sistemas responsables para la degradacién de organelos dafiados y de proteinas
no funcionales son el proteosoma via ubiquitina y el sistema lisosomal. La via del
proteosoma esta restringida al citoplasma y el nucleo y se involucra en la
degradacion de proteinas de vida media corta. El sistema lisosomal comprende
una variedad de hidrolasas incluidas proteasas para la degradacién de proteinas
de vida media larga y otros componentes citoplasmaticos. La principal via que
dirige los componentes citoplasmaticos hacia el lisosoma para su degradacion es
la autofagia (Klionsky, DJ., 2000).

La autofagia en un proceso celular durante el cual una porcion del
citoplasma se envuelve en una estructura de doble membrana llamada
autofagosoma, la cual madura y se fusiona con lisosomas para la degradacion de
su contenido. En el centro de la maquinaria molecular de autofagia se encuentran
una familia de genes o proteinas llamadas Atg. Originalmente identificadas en
levadura, los ortdlogos de Atg también se han encontrado en células de mamiferos
y han mostrado que juegan un papel importante en el proceso de autofagia.
Tradicionalmente, la autofagia se ha reconocido como una respuesta al estrés por
inanicion de nutrientes, donde las células digieren organelos citoplasmaticos y
macromoléculas dirigidos a reciclar nutrientes para su autosoporte. Sin embargo,

la autofagia es una respuesta al estrés, dependiendo de las condiciones celulares,
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puede inducir directamente la muerte celular o un mecanismo de supervivencia
celular, el cual cuando se ve alterado puede llevar a las células al envejecimiento
o a diversas patologias relacionadas con la edad (Mizushima, N., 2007; Klionsky,
DJ., 2003).

La autofagia es constitutiva en todos los tipos de células eucariotas que
contienen un compartimento lisosomal. La autofagia basal contribuye a la
degradacion de proteinas de vida larga asi como la regulacion de la cantidad de
organelos y ocurre en paralelo con la via proteasomal para controlar la calidad o la
salud del citoplasma (Bergamini, 2007).

2.4.1. Tipos de autofagia

La autofagia, un término derivado del griego auto (uno mismo) y phagos
(comer), significa comerse a si mismo. En una célula, se han reconocido tres tipos
de autofagia: macroautofagia, microautofagia, y la autofagia mediada por
chaperonas (Figura 3). La macroautofagia comienza con la formacion de un
fagoforo o preautofagosoma que es una membrana de aislamiento que envuelve
una parte del citoplasma donde se incluyen las proteinas dafadas y organelos
dafados también llamados cargo. La membrana de aislamiento se cierra para
formar un autofagosoma, que posteriormente se fusiona con un lisosoma para la
degradacion del cargo por medio de hidrolasas lisosomales. La microautofagia
implica la inmersion de una porcidn del citoplasma instantaneamente en la
membrana lisosomal por invaginacion, protrusion y separacion. La autofagia
mediada por chaperonas es un proceso de transporte directo de proteinas
desplegadas a través de la chaperonina lisosomal hsc70 y LAMP-22, un receptor
de membrana lisosomal. Ademas existen tipos de autofagia especifica como la
Mitofagia encrgada de la degradacion especifica de mitocondrias, Microautofagia
de nucleo, Micropexofagia y Macropexofagia donde se degradan especificamen
los peroxisomas, entre otros. De los tipos, la macroautofagia es la mas frecuente y
se nombra comunmente como “autofagia” (Yen, WL., 2008).
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Figura 3. Esquematizacion de los tipos de autofagia (Tomado y modificado de Yen, WL.,
2008).

2.4.2. Maquinaria central de autofagia

La autofagia es criticamente importante para la supervivencia de organismos
unicelulares asi como las levaduras, las cuales se encuentran expuestas
directamente al medio ambiente, por lo que la caracterizacion molecular de éste
proceso empezo con la identificacion de genes relacionados con la autofagia (ATG)
en S. cerevisiae. Se han clonado mas de 30 genes ATG para su caracterizacion e
identificacion en el proceso de autofagia, en particular, se han identificado los
ortélogos Atg de mamiferos mostrando una alta conservacion de los genes en la
levadura. Las proteinas Atg constituyen la maquinaria molecular nucleo de la
autofagia, que esta implicada en la induccion de la membrana de aislamiento, la
seleccion y secuestro del cargo, la formacion de las vesiculas autofagicas, y la
fusion con lisosomas (Huang, J., 2007; Nakatogawa, H., 2009).
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El proceso de autofagia procede a través de 5 pasos mecanisticos distintos:
(1) inducciodn, (2) nucleacion de la doble membrana y formacion del fagéforo, (3)
elongacion del autofagosoma y secuestro del cargo o parte del citoplasma a
degradar, (4) fusion del autofagosoma y el lisosoma, y (5) degradacion de los
componentes dentro del lisosoma (Figura 4) (Feng, Y., 2014). El primer paso
involucra la formacién del complejo de iniciacion Atg1 el cual es regulado
principalmente por las cinasas TOR y AMPK, las cuales son dependientes del
balance entre la energia externa y el aporte de nutrientes. La formacion de éste
complejo permite la creacidén de una membrana o fagoforo y la formacién del
autofagosoma. La membrana usada para la formacion del fagéforo puede provenir
del reticulo endoplasmico, mitocondria, aparato de Golgi, endosomas y la
membrana plasmatica. Para el paso 2 es necesaria la integracién de lipidos de
membrana dentro del fagoforo y la sintesis de fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) que
sirve como un punto de referencia en la membrana para reclutar otros factores
involucrados en el proceso de formacion del autofagosma, el PI3P es sintetizado
por el complejo de nucleacion fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K). La PI3K es
reconocida por proteinas de unién a PI3K, lo cual hace posible que actue como
un vector para la transferencia de lipidos de membrana entre una membrana
donadora y el fagoforo creciente, ademas de que su interaccion con proteinas
como Atg18 es esencial para mantener la morfologia vacuolar y la actividad
autofagica (Obara, K., 2011;Xie, Y., 2015). En el paso 3 la elongacién del fagoforo
es dependiente de dos reacciones de conjugacion tipo ubiquitina. En la primera la
proteina tipo ubiquitina Atg12 es unida covalentemente a Atg5 por Atg7 y Atg10. El
conjugado Atg12-Atg5 hace una interaccion con Atg16 y una vez formado el
complejo actuia como una ligasa para promover la conjugacién del lipido
fosfatidiletanolamina (PE) a la proteina Atg8-l proveniente de la escision de la
proteina tipo ubiquitina Atg8 por la proteina Atg4. El conjugado Atg8-PE se une a
la membrana del fagoforo y es importante tanto para su elongacién como para el
reconocimiento del cargo, ya que éste se puede unir a varios receptores como por
ejemplo p62, el cual reconoce proteinas ubiquitinizadas u organelos etiquetados

para su degradacion. El sistema de conjugacion tipo ubiquitina y el sistema de
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ciclacion dependiente de Atg9 contribuyen con la elongacion del fagoéforo,
participando en el aporte de membrana desde la fuente hacia la expansion del
fagoéforo, una vez que el fagoéforo madura para encapsular completamente el cargo
y es llamado autofagosoma (Lapierre, LR., 2015; Xie, Y., 2015). En el paso 4 el
autofagosoma completado se mueve a lo largo de los microtubulos de manera
dependiente de dineinas por medio de interacciones con Atg8 para acercarse a los
lisosomas, libera las proteinas relacionadas a autofagia asociadas a la membrana,
después de esto esta listo para interaccionar y fusionarse con el lisosoma ayudado
por proteinas de la familia SNARE para formar un autolisosoma, una vez
fusionados, en el paso 5 la membrana interna del autolisosoma y el cargo son
degradados por hidrolasas lisosomales mientras las macromoléculas resultantes
son devueltas al citoplasma a través de transportadores de membrana para su
reciclaje, y el autolisosoma se transforma nuevamente en un lisosoma en un
proceso llamado reformacién del lisosoma autofagico, necesario para mantener la
homeostasis lisosomal durante la autofagia y asi tener lisosomas disponibles para
otro evento de fusion vesicular (Monastyrska, 1., 2009; Chen, Y., 2017; Monreau,
K., 2011). Cuando el proceso no llega a completarse, se forman cuerpos
residuales que contienen material indigerible, la acumulacion de éstos ha sido
detectada en enfermedades relacionadas con el envejecimiento, lo cual sugiere
que la habilidad de las células para coordinar eficientemente el proceso de
autofagia que se deteriora gradualmente con la edad (Lapierre, LR., 2015)
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Figura 4. Proceso de autofagia. El proceso de autofagia es iniciado por la nucleacion del
fagoéforo con estructuras de doble membrana, continua con la elongacion y e el secuestro del cargo
hasta su maduracion a autofagosoma y posteriormente interactia con un lisosoma y se fusiona
para finalmente haciendo uso de la maquinaria lisosomal degradar el cargo (Tomado y modificado
de Lapierre, LR., 2015).

La formacion de los autofagosomas depende de varios Atgs que forman
parte de dos sistemas de conjugacion requeridos para la iniciacién y la elongacion
de la membrana de aislamiento. El primer evento de conjugacion implica la unién
de una sola molécula de lipido, fosfatidiletanolamina (PE), al extremo carboxilo de
la proteina Atg8. En este caso la conjugacion se lleva a cabo por Atg7 y Atg3 que
actuan como enzimas homologas E1 (activacion) y E2 (conjugacion),
respectivamente, en la via de la ubiquitina. Para que se produzca esta
conjugacion, Atg8 se escinde inicialmente por Atg4 (proteasa de cisteina). La
proteina Atg8 escindida (Atg8-l) se activa por Atg7 y mas tarde es trasladado a
Atg3. Atg3 conjuga Atg8-l a PE para formar Atg8-ll (Atg8-PE), una forma lipidada
asociada con las membranas o vesiculas autofagicas (Figura 5A). El segundo
evento de la conjugacion de la autofagia implica la union covalente de glicina C-
terminal de Atg12 a Atg5 a través de un residuo de lisina interna. En esta
conjugacion, Atg7 y Atg10 actuan como enzimas homodlogas E1 y E2,
respectivamente. Atg7 hidroliza al ATP y activa a Atg12 a través de la formacion
de un enlace tioéster. El Atg12 activado se transfiere entonces a Atg5 via Atg10.
El complejo Atg5-Atg12 se une de forma no covalente a la proteina Atg16, que se
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oligomeriza para formar grandes unidades que se requieren para dirigir a Atg8-PE
hacia la membrana limitante del fagdforo y permite el alargamiento de ésta
actuando como una enzima tipo ubiquitina E3 (ligasa) (Figura 5B). Ambos eventos
de conjugacion de la autofagia son interdependientes, asi como la conjugacion
Atg8-PE depende de la actividad del complejo Atg5-Atg12-Atg16 (Fujioka, Y.,
2010, Ichimura, Y., 2000; Itakura, E., 2010).

Figura 5. Sistemas de conjugacion tipo ubiquitina en la autofagia. A) El primer sistema de
conjugacion incluye Atg8. B) el segundo sistema de conjugacion incluye Atg12/5/16 (Tomado de
Periyasamy, S., 2009).

Ademas de los sistemas de conjugacioén, la autofagia también esta regulada
por dos complejos de cinasa (Fig. 4). El primero incluye una fosfatidilinositol 3-
quinasa de autofagia especifica (PI13-cinasa), y Vps34 (homdloga de PI3-quinasa
clase Il en humano). Vps34 fosforila fosfatidilinositol (Pl) para producir
fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P), un lipido de acoplamiento que promueve la
formacion de complejos de proteinas, cerrando la membrana, y por consiguiente el
secuestro de componentes citoplasmaticos en las vacuolas autofagicas (Figura
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6A). Vps34 se asocia con Vps15, Vps30 y Atg14, formando un complejo que juega
un papel importante para focalizar los dos eventos de conjugacion hacia las
vacuolas autofagicas emergentes. El complejo de PI3-quinasa controla la
nucleacion de vesiculas autofagicas y conduce a los eventos de conjugacion
Periyasamy, S., 2009; Vanhaesebroeck, B., 2010).

El segundo complejo cinasa de autofagia se centra en Atg1 y Atg13. En el
modelo clasico de la induccion por inanicion de nutrientes de la autofagia, Atg13
es uno de los efectores rio abajo del blanco de la rapamicina (TOR)2 cinasa
(Figura 6). En presencia de nutrientes y factores de crecimiento, TOR2 cinasa es
activada y fosforila a Atg13, impidiendo su asociacién con Atg1, (cinasa de
serina/treonina). Bajo esta condicion, Atg1 contribuye a la formacién de vesiculas
portadoras de hidrolasas lisosomales pertenecientes a la via Cvt, pero no
autofagosomas (Lynch, MA. y Klionsky, DJ., 2010). Durante la inanicién, la cinasa
TOR?2 se inhibe, se activan fosfatasas y desfosforilan a Atg13 que se asocia con
Atg1 y lo activa, se recluta Atg17 y se forma el segundo complejo cinasa de la
autofagia. El complejo formado Atg1-Atg13-Atg17 participa en el alargamiento de
la membrana de aislamiento y la progresion hacia una estructura completa del

autofagosoma (Figura 6B) (Periyasamy, S., 2009).
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Figura 6. Dos sistemas de cinasas esenciales en la autofagia. A) Complejo fosfatidilinositol 3-
cinasa. B) Proteinas del complejo serina/treonina cinasa (Tomado y modificado de Periyasamy S.,
2009).

Una vez que el autofagosoma se completa, éste puede fusionarse con un
lisosoma, formando un autolisosoma. La membrana interna de los autofagosomas
y los componentes del citoplasma secuestrados son degradados por hidrolasas
lisosomales. Una vez que las macromoléculas se degradan dentro del lisosoma,

las unidades monoméricas se exportan al citosol para su reciclaje.

Otro complejo esencial para el proceso de autofagia esta constituido
principalmente por las proteinas Atg18 y Atg2, los cuales constituyen una segunda
familia de efectores de la PI3P, particularmente Atg18 tiene la habilidad de unirse
a PI(3,5)P2 y PI3P por un motivo de unién a fosfoinositidos, que es la secuencia
FRRG. La mutacidn de esta secuencia en la proteina, evita la unidon con éstos
lipidos y causa una morfologia vacuolar anormal con una significante reduccion en
la actividad de la autofagia. Se ha demostrado que es necesaria la union con PI3P
para la formacion del autofagosoma, mientras que la union con PI(3,5)P2 se
requiere para mantener la morfologia vacuolar. La formacion del complejo Atg18-
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Atg2 ocurre incluso de manera independiente del proceso de autofagia; No
obstante, en condiciones de autofagia el PI3P recluta éste complejo hacia el PAS
por la unién con el motivo FRRG de Atg18, una vez en el sitio de membranas el
complejo se ve directamente involucrado en la formacién de la membrana del
autofagosoma, regulando la lipidacion de Atg8con PE por interaccion con Atg16, la
cual forma parte del complejo Atg5-Atg12 y se encarga de la elongacion del
autofagosoma. Ademas se ha involucrado en el reclutamiento de Atg8-PE hacia el
PAS (Obara, K., 2011; Wesselborg, S., 2015)

Dentro de la maquinaria de autofagia cada proteina cumple un papel
importante, dentro de éstas encontramos a 3 proteinas esenciales Atg4 y Atg17 y
Atg18a.

 Atg4

La proteina Atg8 juega un rol critico en el proceso de expansion del
fagoforo. Atg8 se encuentra presente en ambos lados del fagoforo y
presumiblemente en la parte interna, este tiene la funcion adicional de anclaje
para receptores de las moléculas destinadas a degradarse. La asociacion
covalente favorece la conjugacion de Atg8 a PE. La reaccion in vivo es catalizada
por la accion secuencial de Atg7, Atg3 y el complejo Atg12-Atg5-Atg16. La
variante trunca de Atg8 contiene un residuo expuesto en el C-terminal (sustrato de
la reaccion de conjugacion), proveniente de dos fuentes: a partir de la escision de
Atg8-PE o del procesamiento proteolitico de Atg8 recién sintetizada. En ambos
casos, la escision es catalizada por Atg4 (Xie, Z., 2007; Shintani, T., 2002;
Ichimura, Y., 2000).

Se ha demostrado que la escision de Atg8-PE por Atg4 juega un doble
papel en el proceso de formacion de la utofagosoma. En la etapa inicial, la
liberacion de Atg8 de depdsitos transitorios por escisidon dependiente de Atg4 (no
provenientes del sitio de ensamble del fagoforo o PAS), es fundamental para
mantener un suministro normal de Atg8 al PAS. En una fase avanzada de la

formacion del utofagosoma, la liberacién de Atg8 de la membrana del fagdforo
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facilita su maduracion en autofagosomas con capacidad de fusién con una vacuola
o un lisosoma (Figura 7). Se ha observado que en ausencia de escision, el
defecto en esta etapa no se puede superar mediante la sobreexpresion Atg8. Sin
embargo, el direccionamiento de Atg4 a la membrana vacuolar en las células con
una donde no se lleva a cabo la escicion de manera efectiva provoca la
restauracion total del suministro de Atg8 al PAS (Yu, ZQ., 2012)

Na cuola /

‘ Arg8 <> Atgd

Membrana
Vacuola y otras

autofagosomal
endomembranas

Progresion de la

\J Trafico de Atg8 __/ formacicn del

autofagosoma

Figura 7. Modelo esquematico del rol dual de deconjugacion en la formacién de
autofagosomas. 1. En la fase temprana de formacion del autofagosoma, la deconjugacion de
Atg8 en el PAS a partir de reservorios como vacuolas y otras endomembranas, 2. En la fase tardia,
la deconjugacion de Atg8 a partir del fagoforo facilita su maduracion en un autofagosoma capaz de
fusionarse. (Tomado y modificado de Yu, ZQ., 2012)
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* Atg17

En las levaduras, el complejo cinasa Atg1 contiene la unica cinasa del
nucleo de maquinaria de autofagia, Atg1, la subunidad reguladora Atg13, y
componentes adicionales con el complejo Atg17-Atg31-Atg29, el cual es requerido
para la macroautofagia no especifica. En el caso de la via CVT el complejo Atg17-
Atg31-Atg29 es sustituido por el complejo Atg11-Atg20-Atg24 (Figura 8). Para la
autofagia Atg17-Atg31-Atg29 forma un complejo ternario, el cual es autofagia
especifico. En levaduras la delecion del gen Atg17 favorece la formacién de
autofagosomas mas pequefios. La interaccion con el complejo Atg17-Atg31-Atg29
es necesaria para llevar a cabo la actividad cinasa del complejo Atg1. Atg17
podria funcionar como estructura base para reclutar a otras proteinas hacia el
PAS. La funcion de las proteinas Atg29 y Atg31 aun no se ha descrito; sin
embargo, se sabe que su interaccion con Atg17 es esencial para ejecutar de
manera eficiente el proceso de autofagia (Jin, M., 2013; Nice, DC., 2002; Susuki,
K., 2007).

4]
o

Nutrientes Inanicién Nutrientes Inanicién

LEVADURA MAMIFEROS

Figura 8. Regulacion del complejo Atg1 en levadura y el complejo ULK1/2 en mamiferos. (a)
El complejo Atg1 en levaduras. En levaduras, Atg1 puede formar un complejo con diferentes
componentes dependiendo de la condicién de nutrientes. En condiciones ricas de nutrientes TOR
fosforila a Atg13, y Atg1 forma un complejo con Atg11-20-24 para funcionar en la via Cvt. En
condiciones de inanicion, TOR se encuentra inactiva, Atg13 es parcialmente desfosforilada y Atg1
forma un complejo con A17-Atg31-Atg29 para inducir autofagia. (b) El complejo ULK1/2 en
mamiferos. En las células de mamiferos, Atg13 forma un complejo con ULK1/2. En condiciones
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ricas de nutrientes, el complejo mecanico de TOR 1 (MTORC1) también se une al complejo ULK1/2
y fosforila Atg13 y ULK1/2. En condiciones de inanicion la actividad de MTORC1 es inhibida y se
disocia del complejo ULK1/2. EIl complejo ULK1/ es activado y fosforila a Atg14 y RB1CC1, el
homdlogo funcional en mamiferos de Atg17 en levaduras (Tomado y modificado de Jin, M., 2013).

Una de las funciones de Atg17 es prevenir la asociacion entre Atg1 y Atg13
en condiciones ricas de nutrientes. La interaccién entre Atg1 y atg17 es mediada
por Atg13, (aunque Atg17 es capaz de unirse a Atg1 en ausencia de Atg13), es
posible que estructuralmente Atg17 contiene un sitio de union a Atg1 e interactue
directamente con Atg1. La interaccion entre Atg17 y Atg13 se ve potenciada por
rapamicina, y no es dependiente de Atg1. Por otro lado, el estado de fosforilacion
de Atg13 es controlado por Tor, y regula la asociacion entre Atg13 y Atg1. Es
posible que Atg17 tenga una mayor afinidad por la Atg13 desfosforilada que por la
forma hiperfosforilada de Atg13. Por lo que es probable que Atg17 sea otro blanco
de la sefalizacion de Tor, y un blanco interesante en diversos procesos

relacionados con el metabolismo tales como el envejecimiento (Kabeya, Y., 2005).
* Atg18

Las proteinas Atg primero se encargan de mediar la biogénesis del fagoforo
y posteriormente su expansion a autofagosoma a través de la adquisicion de
lipidos de la bicapa lipidica. Un evento importante durante este proceso es la
geenracion de la PI3P en el PAS por el complejo PI3PK, el cual es un regulador
clave del proceso de autofagia para el reclutamiento de la maquinaria de
autofagia. Atg18 tiene la caracteristica de conterner en su estructura 7 repeticiones
del dominio WDA40, el cual consta de 40 aminoacidos que terminan en triptofano y
aspartato plegados en una estrutura de 7 hojas B plegadas, la cual sirve como
andamio y promueve y/o coordina el ensamble de complejos proteicos por la
creacion de un puente estable para la inteaccidn estable y reversible proteina-
proteina. La interaccion de Atg18 con los fosfoinositidos es esecial para su
localizacion hacia el PAS, los endosomas y las vaculas, se encarga de regular los
niveles de PIP3P y su actividad depende de la proteina Atg2. Atg18 se ha
identificado especificamente en S. pombe y se ha descrito que la proteina Atg18a
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una vez que forma un complejo con Atg2 puede contribuir a los cambios en la
localizacion de la fosfatidil inositol 3-cinasa al unirse a ésta lo cual es importante
para localizarla en sitio de ensamble del fagoforo y asi cumplir su funcién en la
formacion de los autofagosomas, en S. pombe se han identificado 3 genes para
Atg18 los cuales son ATG18a, ATG18b y ATG18c, donde el analisis de la delecion
de cualquiera de éstos tres revela que todos son esenciales para completar la
degradacion autofagica, donde ademas Atg18a se ha identificado que es
requerida especificamente para el direccionamiento del complejo Atg12-Atg5-
Atg16 (Sun, LL., 2013; Mukaiyama, H., 2010; Rieter, E., 2013). Por lo que
consideramos esencial su estudio durante el envejecimiento debido a su

importancia en el proceso de autofagia.
2.4.3. Regulacion del proceso de autofagia
* Reguladores rio arriba de autofagia.

El regulador clave de la autofagia la cinasa TOR, actua a nivel de complejo
de iniciacion Atg1, esta cinasa es capaz de regular el crecimiento celular, la
proliferacion, supervivencia, la sintesis de proteinas y la autofagia. La actividad de
TOR puede ser modulada por cambios en la abundancia de aminoacidos por la
interaccion con GTPasas tipo RAG, las cuales se encuentran en la superficie del
lisosoma; en condiciones de elevadas concentraciones de aminoacidos se
promueve la activacion de un complejo regulador y la subsecuente activacién las
RAG GTPasas, las cuales reclutan a TOR hacia la membrana del lisosoma donde
es activada por la RHEB GTPasa y la inactivaciéon del complejo de iniciacion de
autofagia. Los niveles de energia intracelular también regulan la autofagia via
AMPK, vy tienen la capacidad de activar directamente el complejo Atg1, por las
cascadas de cinasas en respuesta a los niveles de AMP, los cuales inducen la
actividad de la cascada de cinasas, y cambios en la concentracion de Ca*? los
cuales inducen la activacion del complejo Atg1. AMPK también puede influenciar
la autofagia por inhibicion de TOR mediante la fosforilacion de la subunidad
rapTOR o la inhibicion de la subunidad TSC (Lapierre, LR. 2015).
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* Regulacion transcripcional de la autofagia

La autofagia se incrementa en diversos organismos modelos con un
fenotipo de longevidad aumentada. Algunos factores de transcripcion
conservados, particularmente TFEB y FOXO controlan la expresion de muchos
genes relacionados con la autofagia y son importantes para la extension de la
esperanza de vida (Lapierre, LR. 2015).

o Factores de transcripcién asociados a MIFT o TFEB

Ademas del papel de TOR en la autofagia, la cinasa TOR también se
encarga de fosforilar factores de transcripcion con roles en la autofagia, lo cual
impide que éstos se trasloquen al nucleo y cumplan con su funcion. Entre ellos se
encuentra TFEB, miembro de la familia MIFT (factores de transcripcion asociados
a microftalmia), éste factor de transcripcion se asocia con la biogénesis lisosomal
y regulacion de genes involucrados en la formacién de autofagosomas (Atg9,
Atg18 y Atg8), reconocimiento del cargo (Sqgstm1), fusion vacuolar (Vps11 y
Vps18), bombeo de protones vacuolar (subunidades de la V-ATPasa),
ydegradacion lisosomal (sulfatasas y catepsinas) (Pietracola, F., 2013; Settembre,
C., 2011).

o Factores de transcripcion Forkhead (FOXO)

Los factores de transcripcion FOXO juegan un rol importante en la
homeostasis celular a través de la regulacion de genes involucrados en el
metabolismo de lipidos y glucosa y en la funcidon mitocondrial. El rol de factor de
transcripcion FOXO en el proceso de autofagia se ha descrito en modelos
murinos, en el musculo FOXO1 y FOXO3 elevan el flujo autofagico incrementando
la expresion de genes de la maquinaria de autofagia (Atg1, VPS34, Atg6, Atg4,
Atg8 y Atg12) y de la degradacion de proteinas via proteosomal. Particularmente,
FOXO3 incrementa la capacidad del lisosoma para degradar el cargo.
Interesantemente, AMPK activa miembros de la familia FOXO en células de
mamifero para promover la degradacion proteica y la produccién de energia a
partir de fuentes alternativas (Zao, J., 2007; Lapierre, LR., 2015)
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o Complejo Ume6

Ume6 es parte de un complejo que incluye al correpresor Sin3 y la
desacetilasa de histonas Rpd3, el cual actua como un regulador negativo de la
transcripcion de Atg8. La delecion de cualquiera de los componentes del complejo
permite un incremento de Atg8 y por ende, de la actividad de autofagia.

Existen otros factores de transcripcion involucrados en la modulacion de la
autofagia tales como NFKB, que es capaz de regular la actividad de TOR; TP53,
que se involucra con diferentes tipos de cancer, es capaz de modular la autofagia
por medio de AMPK o inhibiendo TOR, la actividad de éste depende de su
localizacion; en el nucleo actua como factor de transcripcion para los genes ATG2,
ATG4, ATG7 y ATG10, y en citosol es capaz de inhibir la autofagia; por otro lado,
Pho23 que puede de controlar negativamente la expresion de proteinas de
autofagia como Atg1, Atg7, Atg8, Atg9 y Atg14 (Feng, Y., 2015).
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3. MARCO DE REFERENCIA

El envejecimiento cronolégico en S. pombe ha sido caracterizado por
diferentes técnicas, particularmente se ha observado que con el método de floxina
B, el 82% de la poblacion muere en el dia 20, mientras que con la técnica de UFC
el 99% la poblacion pierde la viabilidad al dia 20 (Figura 9) (Roux, AE., 2006). De
acuerdo con estos datos, se estableci6 como ventana de estudio del
envejecimiento en S. pombe, entre los dias 2 y 18, se midieron los niveles de
ARNm de genes de autofagia y proteasas utilizando como control de células
jovenes con 2 dias de cultivo, se obtuvieron diferencias significativas en los niveles
de ARNm donde los principales cambios se encontraron en los genes ATG4,
ATG14 y ATG17 entre los dias 6 y 15, mientras que en el caso particular de los
genes codificantes para las proteasas FMA1, FMA2 e ICPS55, se observaron
aumentos significativos al dia 8 y 12; sin embargo, los niveles de ARNm son bajos
debido a que éstos genes son de baja expresion y se hizo la comparacion con un
gen de alta expresion como (-actina, por lo que es necesario hacer el analisis con
uno de baja expresion (Figura 10) (Segundo, PL., 2015; Lancho, D., 2015).
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Figura 9. Envejecimiento cronolégico de S. pombe. (A) Curvas de supervivencia de S. pombe
estimado por recuento de UFC y con el colorante vital floxina B, la flecha indica el dia en que
comienza el CLS. (B) Fotomicrografias de células positivas a floxina B. (C) Porcentaje de células
vivas medido como el numero de células no tefiidas con floxina B (pico de la izquierda) vs células
tefiidas (pico derecho) durante la fase estacionaria (Tomado y modificado de Roux, AE., 2006).
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Figura 10. Niveles de ARNm de genes de autofagia y proteasas en condiciones de
envejecimiento cronolégico de S. pombe. Se pueden observar diferencias significativas desde
los 4 dias envejecimiento, siendo mas notorias después de los dias 6 y 8 de envejecimiento
conolégico. (Tomado de Segundo, PL., 2015y Lancho, D. 2015).
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La relacion de genes de autofagia con el envejecimiento cronolégico en
levaduras ha sido expuesto; en S. cerevisiae, se han generado mutantes donde se
ha deletado ATG4, ATG17 o ATG18 en combinacion con la delecion del gen Arv
(proteina del reticulo endoplasmico que promueve la autofagia durante el
envejecimiento cronoldgico) en la que se incrementa la esperanza de vida de la
levadura (Garay, E., 2014). El estudio de los genes de autofagia individualmente
es importante para el mejor entendimiento tanto del proceso de autofagia asi como

de su funcion durante el proceso de envejecimiento.

Para conocer el papel de un gen en la levadura, se ha trabajado con la
interrupcion de genes por recombinacion homdloga, el cual ha permitido el analisis
genético molecular basado en la eliminacién o inactivacion de un gen especifico.
La construccion de un cassette interruptor, tiene como fundamento Ia
recombinacion homologa donde dos cadenas similares o idénticas de ADN son
intercambiadas y finalmente es capaz de producir variabilidad genética. Por lo que
para hacer el disefio de éstos cassettes interruptores es necesario tener regiones
homologas & y 3’ del locus de destino que flanquean un gen marcador de
seleccion cuya eficiencia es dependiente mayormente del tamafo de ésta region.
La construccion debe ser incorporada por transformacion y haciendo uso de la
maquinaria de recombinacidon de la levadura, el cassette se dirige hacia el locus
especifico y es capaz de eliminar el fragmento correspondiente al gen e incorporar
el gen de marcador de seleccidon (Wendland, 2003). Para la construccion es
necesario amplificar las regiones homélogas al gen blanco con una longitud de >
250 pb, para lograr una eficiencia de integracion alta y se debe utilizar un gen
marcador de seleccion, que demuestre una alta y eficiente integracion en el
genoma de cepas con las auxotrofias especificas para la seleccion de las colonias
transformantes (Krawchuk, M., 1999; Keeney, JB., 1994).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante el envejecimiento cronolégico es esencial la autofagia y para su
funcionamiento proteinas como Atg4, Atg17 y Atg18 son esenciales, se ha
observado que los niveles de expresion del transcrito de éstas cambia durante el
envejecimiento cronologico; sin embargo, aun no se conoce el papel de éstas
durante el proceso, por lo que es necesario caracterizarlas para definir su

participacion en la autofagia durante el envejecimiento.

5. JUSTIFICACION

Las proyecciones de la CONAPO muestran que en las préximas décadas la
poblacién en México se encontrara en proceso de envejecimiento demografico,
caracterizado por la pérdida de la clasica piramide poblacional, teniendo a la
mayor parte de la poblacion con un promedio de edad alrededor de los 60 afios,
lo cual se asociara con un aumento de casos de enfermedades asociadas con la
edad y por ende un aumento en la demanda de servicios de salud. Elucidar los
procesos celulares relacionados con el envejecimiento como la autofagia se ha
convertido en una necesidad, por lo que en el presente trabajo se investigara el
papel que tienen proteinas clave como Atg4, Atg17 y Atg18a del proceso de
autofagia, durante el envejecimiento, las cuales podrian dar un panorama del
impacto de estos procesos en el modelo de envejecimiento cronolégico de
Schizosaccharomyces pombe.
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6. HIPOTESIS

Durante el envejecimiento cronolégico de S. pombe, la expresion de las
proteinas Atg4, Atg17 y Atg18a cambia, alterando la eficiencia del proceso de

autofagia.
6.1 Hipétesis nula

Durante el envejecimiento cronolégico de S. pombe, la expresion de las
proteinas Atg4, Atg17 y Atg18a no cambia.

7. OBJETIVOS
7.1. Objetivo general

Determinar los niveles de ARNm de los genes ATG4, ATG17 y ATG18a en
condiciones de envejecimiento cronolégico y hacer la construccion de los
cassettes de interrupcion para el reemplazo génico de los genes ATG4 y ATG17
de S. pombe.

7.2. Objetivos particulares

* Determinar el nivel de ARNm para los genes ATG4, ATG17 y ATG18a, en
condiciones de envejecimiento cronolégico en S. pombe.
+ Construccion del cassette de interrupcion de los genes ATG4 y ATG17 de

S. pombe.
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8. METODOLOGIA

8.1. Determinacion de los niveles de ARNm de los genes ATG4, ATG17 y
ATG18a

Para cumplir con el objetivo de determinar los niveles de ARNm de los
genes ATG4, ATG17 y ATG18a en condiciones de envejecimiento cronoldgico se
disefo el siguiente diagrama de trabajo:

S. pombe
Células

jovenes

2 l6 I8 11

Obtencién de muestra de
células jovenes

Envejecimiento cronologico

Obtencién de muestras

Purificacion de ADN

o Purificaciéon de ARN total
cromosémico

|

Disefio de Estandarizacion de Evaluacion de los genes ATG4,
oligonucléotidos para |_J condiciones de 3| ATG17, ATG18a, SDH1y HPT1
qRT-PCR de los genes amplificacién de disefios por qRT-PCR Analisis estadistico
ATG18a, SDH1y HPT1 de oligonucledtidos ¢ Curva estandar

¢ Ensayo en condiciones de
envejecimiento

8.1.1. Cultivo y envejecimiento cronolégico de S. pombe

Las cepas utilizadas en esta parte del trabajo se describen en la tabla 1, la
composicion de los medios de cultivo utilizados son el Yeast Extract (YE) con 2%
0 3% de glucosa y Medio Minimo de Endimburgo (EMM) (Anexo 1).
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Tabla 1. Cepas utilizadas para la evaluacion de los genes ATG4, ATG17 y ATG18

Cepa Genotipo Procedencia

S. pombe 972 h* ATCC

S. pombe 826 h*/ h* leu1-32/ leu1-32, ade6-M210/ade6-M250, | ATCC
ura4-D18/ura4-D18

Las cepas 972 y 826 de S. pombe se hicieron crecer a partir de un cultivo
permanente almacenado a —80 °C, sembrando un precultivo en 5 ml de medio de
cultivo liquido estéril YE con 3% de glucosa, el cual se incubd por 48 horas a 29
°C con agitacion constante (200 rpm); se tomo6 una alicuota para sembrar por
estria en una placa con medio YE y se dej6 incubando 4 dias a 29 °C hasta el
crecimiento de colonias, con las que se realizaron los experimentos del presente
trabajo.

Para obtener a S. pombe 972 en condiciones de envejecimiento cronoldgico se
comenzo preparando un precultivo de 5 mL en medio liquido YE, se incubd a 29
°C durante 24 horas, a partir del precultivo se prepararon tres cultivos controlados
en el Medio Minimo de Endimburgo (EMM) de la siguiente manera:
= Se midi6 la densidad optica del precultivo a una A=600 nm, haciendo una
dilucion 1:10 con H20 en un volumen final de 1 mL.
= Utilizando la ecuacién 1 se obtuvo el volumen necesario de precultivo para
preparar un cultivo de 10 mL.
=  Se prepararon 3 cultivos y se dejaron incubando por 2, 6 y 8 dias a 29 °C
con agitacion constante (200 rpm).
= Se obtuvieron los paquetes celulares a los 2, 6 y 8 dias y se hizo la
purificacion de ARN total (el cultivo de 10 mL fue dividido en 3 alicuotas
iguales, las cuales fueron utilizadas para la purificacion de ARN total).

Ecuacion 1. Calculo del volumen requerido de precultivo de S. pombe para generar un
cultivo en restriccién calérica
[(Y)(0.4)]/2"

0D * fd
Donde:
0D = densidad optica
fd = factor de dilucién
Y = volumen final del cultivo
n = numero de generaciones que se espera en el cultivo
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Debido a los requerimientos de la cepa de S. pombe 826 fue necesario
hacer el cultivo en medio liquido YE con 2% de glucosa (YE 2%) adicionando los
requerimientos auxotroficos correspondientes. Al igual que en la cepa de S.
pombe 972 se inicié con un precultivo en medio liquido YE con 3% de glucosa (YE
3%) incubando a 29 °C con agitacién constante por 48 horas, posteriormente se
midi6 la densidad Optica y utilizando la ecuacién 1 se hizo el calculo para conocer
el volumen necesario para hacer los cultivos en condiciones de envejecimiento
cronoldgico, los cultivos se hicieron en este caso en medio YE 2% con los
componentes auxotréficos correspondientes en un volumen de 10 mL se
incubaron a 29 °C con agitacidn constante y posteriormente se obtuvieron los
paquetes celulares a los 2, 5, 8 y 11 dias de cultivo.

8.1.2. Diserio de oligonucledétidos para qPCR

Para las reacciones de RT-PCR y PCR se disefaron oligonucleotidos
usando la secuencia nucleotidica de los ARNm SDH1, HPT1 y ATG18a, de S.
pombe obtenida de la base de datos GenBank (Tabla 2), a partir de ésta se hizo el
disefio de oligonucleotidos utilizando el programa IDT Oligo Analizer del dominio

IDT disponible en www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/. Los

oligonucledtidos para el analisis de los genes ATG4 y ATG17 fueron disefiados en
un trabajo previo (Segundo, PL., 2015). El disefio tiene las caracteristicas

senaladas en la tabla 3:

Tabla 2. Genes utilizados (Base datos GenBank)

Gen Cromosoma | Gen ID | Clave Producto

SDH1 I 2541690 | SPAC1556.02c | Succinato deshidrogenasa

HPT1 I 2541970 | SPAC23C11.13c | Hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferasa

ATG18a I 2542180 | SPAC589.07c Proteina involucrada en la
autofagia Atg18a

ATG4 I 2542182 | SPAC19B12.08 | Deconjugator de Atg8,
Atg4

ATG17 I 2543011 | SPAC10F6.11c | Protein cinasa activadora
relacionacionada a la
autofagia Atg17
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Tabla 3. Criterios para el disefio de oligonucleétidos para qPCR

Tamarfio del amplicon 100-150 pares de bases

Longitud del oligonucledtido | 20-27 pares de bases

Tm 56-62 °C

%GC 50-55%

Formacion de heterodimeros | Nula en temperaturas de amplificacion

Formacion de horquillas Nula en temperaturas de amplificacion

BLAST =0 con respecto al gen y >1 respecto a otros ARNm

8.1.3. Purificacion de ADN cromosémico de S. pombe

La purificacion se hizo con el kit Wizard sv Genomic DNA Purification

System considerando el siguiente protocolo:

Se tomd una alicuota de células S. pombe cepa 972 h™ de 2 dias de cultivo
en EMM, se obtuvo el paquete celular centrifugando a 8000 rmp por 3
minutos. Se lavo con agua estéril desmineralizada y desionizada y se
eliminé el sobrenadante.

Se realizd una disrupcion enzimatica de la pared celular con 0.2 mg de
Zimoliasa 20T, solubilizada en 60 pL de buffer de Zimoliasa, a 37 °C
durante 45 min, homogenizando cada 10 minutos. Se centrifugd a 8000 rpm
por 3 minutos y se descarto el sobrenandante.

Se anadieron 250 ul de buffer de lisis SV Wizard y se mezcld por pipeteo.
Se montd el sistema de mini columna SV Wizard para el lisado, el cual
consiste en una mini columna SV Wizard dentro de un tubo colector.

Se transfirié el lisado al sistema de mini columna cuidando de no picar la
columna, se incubd por 2 minutos a temperatura ambiente y posteriormente
se centrifugd a 13,000 g por 3 minutos.

Se descarto el filtrado, se volvié a ensamblar la columna y posteriormente
se anadieron 650 pL de solucién de lavado Column Wash Solution y se
centrifugo a 13,000 g por un minuto. Posteriormente se descarto el filtrado y
se repitio este paso 3 veces.

Se centrifugd a 13,000 g por 2 minutos para eliminar el etanol residual y se
paso la columna SV Wizard a un tubo eppendorf de 1.5 mL nuevo, se
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8.1.4.

afnadieron 40 uL de agua libre de nucleasas previamente calentada a 65 °C
y se incubd por 3 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifugd a 13,000 g por 2 minutos y al filtrado se etiqueté como 1ra
elucién de ADN cromosdémico.

Se hizo una segunda elucion con 30 uL y se etiquetdé como 2da elucion.

Se agreg0 a cada elucién 1 yL de Rnasa y se incubo por 30 minutos.

Se confirmo la purificacion por electroforesis en gel de agarosa al 0.7 % con
buffer TBE al 0.5 X corriendo a 100 V por 30 minutos.

Se almaceno a -20 °C para su posterior uso.

Purificacion de ARN total de S. pombe

Se tomd una alicuota de 3 mL de células de S. pombe en condiciones de
envejecimiento cronoldgico, se obtuvo el paquete celular centrifugando a
8000 rmp por 5 minutos. Se retird el sobrenandante y se lavd con agua
estéril desmineralizada y desionizada y se elimino el sobrenadante.

Se realizd una disrupcion enzimatica de la pared celular con 0.2 mg de
Zimoliasa 20T, solubilizada en 60 pL de buffer de Zimoliasa, a 37 °C
durante 45 min. Antes de proceder a la extraccion se tomé una alicuota de
5 yL y se observo al microscopio para verificar la morfologia celular. Se
centrifugd a 12000 rpm por 2 minutos.

Se agregaron 350 pL de TRIzol y se resuspendié cuidadosamente hasta
observar un cambio en la consistencia de la mezcla. Se incubé a
temperatura ambiente durante 5 min y luego se centrifugé a 12000 rpm
durante 15 minutos a 4 °C.

Se paso el sobrenadante a un tubo limpio donde se le agregaron 80 pL de
cloroformo y se agitdé vigorosamente durante 30 segundos, posteriormente
se incub6o 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 g
durante 15 minutos a 4 °C.

Se tomo la fase acuosa y pasoé a un tubo limpio, teniendo cuidado de no

tomar residuos de las otras dos fases. Se agregé un volumen de
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8.1.5.

isopropanol frio por cada volumen de fase acuosa y se mezclo
cuidadosamente, se incubdé a temperatura ambiente por 10 min,
centrifugandose a 12000 g por 10 minutos a 4 °C.

Se elimind el sobrenadante y se agregaron 350 pL de etanol frio al 75%,
centrifugandose a 7000 g durante 10 minutos a 4 °C.

Se elimind el etanol y se permitid la evaporacion de residuos del mismo,
para posteriormente agregar 50 uL de H»O libre de nucleasas.

Para eliminar las estructuras secundarias del ARN, se someti6 a una
incubacién a 55 °C por 5 minutos. Inmediatamente después el tubo se pasé
a hielo para cuidar el ARN de una posible degradacion. Se dividio la
cantidad total de ARN obtenido en alicuotas pequenias.

Finalmente se almacend a -80 °C.

Una de las alicuotas fue utilizada para la cuantificacion por
espectrofotometria de la cantidad de ARN obtenido utilizando NanoDrop y
para corroborar la integridad del ARN por se hizo una electroforesis en gel
de agarosa al 0.7% en TBE 0.5X corriendo a 100 V por 30 minutos.

Reaccion de PCR en punto final
Para los ensayos de PCR se usé como plantilla ADN cromosdmico de S.

pombe 972 usando el kit de PCR Phusion High-Fidelity siguiendo los protocolos

descritos en las tablas 4y 5.

Tabla 4. Mezcla de reaccidon para la amplificacion del fragmento del gen por
PCR de punto final

Reactivo Volumen (pL)
Buffer 5x Phusion HF 2

DMSO 0.2

dNTPs 10 mM 0.2

Mg** 0.2
ADNpoIimerasa 0.1

ADN (100 ng/pL) 1

H.O 5.3

Primer sentido (10 pmol/pL) 0.5

Primer antisentido (10 pmol/pL) 0.5
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Tabla 5. Condiciones de reaccion para la amplificaciéon de un fragmento de
cada gen por PCR de punto final

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Pre-desnaturalizacion 98 30 seg 1
Desnaturalizacion 98 10 seg
Alineamiento 60 30 seg 35
Polimerizacion 72 30 seg
Extension final 72 5 min 1

La verificacion se hizo por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % en TBE al 0.5
X'y se corrieron a 100 V por 30 minutos.

8.1.6. Reacciones de qRT-PCR en tiempo real

La gRT-PCR (RT-PCR en tiempo real) para medir los niveles de los
transcritos de ATG4, ATG17 y ATG18a se realizd siguiendo los siguientes
protocolos:

8.1.6.1. Generacion de curvas estandar de amplificacion

Para la generacién de curvas estandar se utiliz6 como plantilla ARN total de
dos 2 dias previamente cuantificado, para cada reaccion inicialmente se hizo un
tratamiento con DNasa para evitar falsos positivos por contaminacién con ADN. El
ensayo con DNasa se hizo con las condiciones descritas en la tabla 6.
Posteriormente se continud con la generacién de ADN complementario (ADNc) por
retrotranscripcion utilizando oligo dT el cual hibrida en la cola poli A de los ARNm y
sirve como iniciador para la retrotranscriptasa, las condiciones se especifican en la
tabla 7.

Tabla 6. Mezcla de reaccion para el tratamiento con DNAsa del ARN total y
condiciones de incubacion.

Reactivo Volumen pL
DNAsa 1

Buffer DNAsa 0.5

ARN (500 ng/uL) 1

H-0 1.5 (cbp. 5)
Incubacion a 37 °C por 30 minutos

EDTA [ 1

Incubacion a 65 °C por 10 minutos
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Tabla 7. Mezcla de reaccion para la reaccidon retrotranscripcion vy
condiciones de temperatura para el termociclador para generar curvas
estandar. La mezcla contiene la concentracion necesaria para un triplicado para

cada gen.
Reactivo Volumen (pL)
ARN (tratado con DNAsa, 100 ng/uL) 5
Oligo (dT) primer 0.2
Buffer de Reaccion 5X 2
Ribolock RNasa Inhibitor 0.2
dNTP Mix 1
RevertAid M-MuLVmReverse Transcriptase 0.2
H-0 1.4 (cbp. 10)
Temperatura (°C) Tiempo (min)
42 60
70 5

Una vez concluida la reacciéon de retrotranscripcion se hizo la dilucion
necesaria para tener 10 ng/uL (dilucidn 15) y se prepararon las mezclas de
reaccion de acuerdo con la tabla 8, utilizando una concentracion desde 20hasta
1.25 ng utilizando el factor de dilucion 1:2. Una vez mezclado se deposita en la
placa y se programa el equipo para la generacion de una curva estandar
agregando una curva de melting con el protocolo descrito en la tabla 9.

Tabla 8. Mezclas de reaccidén para la generacion de curvas estandar para
qPCR por el método de cuantificacién relativa.
Maxima Primer Primer ADNc
cDNA SYBR sentido antisentido | (10 ng/pL) H2.0
(ng) Green/ROX (10 (10 (mL) (uL)
qPCR pmol/uL) pmol/uL)
Master Mix (mL) (uL)
(2X) (uL)
20 15 1.5 1.5 6 6
10 15 1.5 1.5 3 9
5 15 1.5 1.5 1.5 10.5
2.5 15 1.5 1.5 0.75 11.25
1.25 15 1.5 1.5 0.375 11.625
* Cada mezcla de reaccion tiene el volumen necesario para hacer un triplicado
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Tabla 9. Condiciones de reaccién para la amplificacion de ARNm por qRT-
PCR para la generacion de curvas estandar con curva de Melting

Etapa Temperatura (2C) Tiempo Numero de ciclos
Pre-desnaturalizacion 95 10 min 1
Desnaturalizacion 95 30 seg
Alineamiento *60 30 seg 40
Polimerizacién 72 30 seg
Curva de Melting
95 15 seg
60 +0.3 60 seg 1
95 15 seg

* Ciclo en cual el equipo hace lectura de la intensidad de fluorescencia

Una vez concluida la reaccidn se hizo la construccion de las curvas
estandar graficando el logaritmo de la concentracion contra el Ct promedio de
cada reaccion, posteriormente se hizo la regresion lineal de los datos para obtener
la ecuacion de la recta y el valor de R, se aplico el método de cuantificacion

relativa a la curva estandar.

8.6.1.2. gqRT-PCR con cuantificacion relativa a la curva estandar o
cuantificaciéon por el método de AACt

La obtencidn de los niveles de transcripcion de cada gen en condiciones de
envejecimiento cronoldgico, se realizo bajo el siguiente protocolo:

= Se hizo el tratamiento con DNAsa a cada muestra de ARN de los
diferentes dias de envejecimiento de acuerdo con la tabla 6.

= La retrotranscripcion se hizo de acuerdo con la tabla 7, para cada uno de
los ARN de los diferentes dias y una vez concluida se hizo una dilucion 1:5
del ADNc generado para obtener la concentracion final de 10 ng/uL.

= Se hizo la mezcla de reaccion para la gPCR utilizando el ADNc de cada dia
de acuerdo con la condicion de reaccién correspondiente a la cantidad de
10 ng por reaccion descrita en la tabla 8, las temperaturas con las cuales
se efectud el corrimiento fueron las descritas en la tabla 9 (omitiendo la
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curva de melting debido a que se estandarizaron las condiciones de
amplificacion previamente).

= Una vez finalizado el ensayo, los resultados fueron exportados al programa
Excel, en el cual se hicieron los calculos necesarios para la extrapolacion
de los resultados obtenidos (se realizaron tres experimentos independientes
por triplicado) con su correspondiente curva estandar.

= Para la obtencion de los resultados utilizando el método de cuantificacion
relativa a la curva estandar, primero se hizo el calculo de la concentracién
de ARNm en cada condicion para cada dia de envejecimiento utilizando el
valor obtenido de Ct arrojado por el equipo extrapolandolo utilizando la
ecuacion de la recta de la curva estandar correspondiente, posteriormente
se hizo el calculo de la razén de cada una de las concentraciones de ARNm
dividiéndola entre la concentracion de ARNm de su correspondiente control
endogeno, siendo SDH1 el control endégeno para cada uno de los ARNm.
Una vez calculadas las razones de la concentracion para cada gen, estas
fueron graficadas en el programa GraphPad Prism 5, donde se hizo el
analisis estadistico correspondiente a ANOVA de una via, utilizando el test
de mediciones repetidas, con el test posterior de Dunnett donde se hace la
comparacion de diferentes tratamientos con un solo control, utilizando como
control dia 2 (células jévenes). Se hizo el triplicado de cada reaccion en
cada uno de los ensayos y cada ensayo se hizo por triplicado.

= ElI método del AACt es un modelo que calcula los cambios de expresion en
relacion a la diferencia entre el gen de interés y el gen endogeno, utilizando
la ecuacién RQ = 2% siendo ACt = (Ctgen — Ctgen endogeno) Y AACt =
(ACtcondicion problema — Cteondicion control), Siendo la condicion problema los dias de
envejecimiento y la condicion control el dia 2 de células jovenes. Una vez
una vez obtenidos los resultados de cada gen en cada condicidn se
graficaron los valores de RQ utilizando el programa GraphPad Prism 5,
donde se hizo el analisis estadistico correspondiente a ANOVA de una via,
utilizando el test de mediciones repetidas, con el test posterior de Dunnett

(comparando todas las columnas contra una columna control) utilizando
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como control dia 2 (células jévenes). Se hizo el triplicado de cada reaccion

en cada uno de los ensayos y cada ensayo se hizo por triplicado.

8.2. Construccion de plasmidos para interrupcion por recombinacion

homologa de los genes ATG4 y ATG17.

Para cumplir con el objetivo del reemplazo génico por recombinacion
homologa de los genes ATG4 y ATG17 se diseno el siguiente diagrama de trabajo:

48



Generacion de la construccion interruptora de los genes ATG4 y ATG17 y andlisis del nivel de ARNm en células envejecidas de

Disefio de oligonucledtidos para el cassette
de interrupcion para los genes Atgd y Atgl7

*  ABATG4/ATG17-> Region 5’ del gen
* CD ATG4/ATG17-> Regidén 3’ del gen
* URA4 -> Gen completo

W

Amplificacién por PCR

e Reamplificacién
e Purificacién de banda de PCR

had

Clonacion en pJET 1.2 blunt

e Reaccion de Ligacion

e Transformacion por el método de CaCl,

¢ Identificacién por resistencia a Ampicilina
y PCR en colonia

e Purificacién de ADN plasmidico

Ligacion de CD ATG4/ATG17 + URA4
y clonacién en pJET 1.2 blunt

e Restriccion enzimatica

e Reaccidn de Ligacion

e Comprobacion por PCR

e Transformacién por el método de CaCl,

¢ |dentificacién por resistencia a Ampicilina
y PCR en colonia

e Purificacion de ADN plasmidico

¥

Ligacion de URA-CD ATG4/ATG17 + AB
ATG4/ATG17 y clonacién en pJET 1.2 blunt

e Restriccidn enzimatica

e Reaccidn de Ligacion

e Comprobacion por PCR

e Transformacién por el método de CaCl,

e Identificacion por resistencia a Ampicilina
y PCR en colonia

e Purificacién de ADN plasmidico

e |dentificacion por PCR, patrén de
restriccion y Secuenciacién de SANGER
automatizada

v

TRANSFORMACION DE S. POMBE

¥

Identificacidn de transformantes
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8.2.1. Disefio de oligonucléotidos para la generacion del cassete de

interrupcion de los genes ATG4 y ATG17

La interrupcion de un gen de interés por recombinacion homologa tiene el

objetivo de obtener cepas mutantes encaminadas al analisis de un gen especifico

en la levadura, utiliza metodologias en las cuales se deben amplificar las regiones

5 y 3’ que flanquean el gen de interés y un gen marcador de seleccion, que en

este trabajo fue el gen URA4. Para el disefio se tomaron en cuenta las siguientes

consideraciones:

Se obtuvieron las secuencias de los genes ATG4, ATG17 y URA4
completos depositadas en GeneBank.
Las secuencias de los genes ATG4, ATG17 y URA4 fueron analizados en el

programa NEBcutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) para

obtener el mapa de restriccion y asi poder elegir enzimas de restriccion que
no corten el gen de interés, el gen de seleccion ni el vector de clonacién,
para no tener problemas posteriores en la construccidn de cassette
interruptor.

Se hizo el disefio de oligonucleotidos que amplificaran en primer lugar el
gen de seleccion URA4 completo, la region 5 ubicada en el promotor de los
genes ATG4 y ATG17 nombrados AB, y la regién 3’ ubicado en el UTR 3’
de los genes nombrado CD, utilizando el programa OligoAnalizer
(http://www.idtdna.com/scitools/) tomando en cuenta los criterios para el
disefio de oligonucleottidos habituales como un 50 % de GC, una Tm de 55
°C a 64 °C, nula formacion de horquillas, dimeros o heterodimeros de
oligonucledtidos a temperaturas de hibridacién o amplificacion, tomando en
cuentaque la longitud minima que hibrida con el gen de interés fuera de 20
nucleotidos, se agregd en el lado adecuado la secuencia de restriccion y
los nucledtidos terminalesnecesarios para ajustar los parametros
fisicoquimicos necesarios para una adecuada amplificacion.

Se procedio con el analisis in silico del cassete de interrupcién haciendo la

simulacion de la introduccibn de las secuencias nucleotidicas
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correspondientes a los fragmentos a clonar en el vector de clonacion
pJet1.2 blunt para conocer el patrén de restriccién utilizando el programa
NEBcultter.

* Para la construccion de los cassettes interruptores se hizo el disefio con las
secuencias nucleotidicas (SPAC19B12.08, SPAC10F6.11c, SPCC330.05¢),
para amplificar por PCR los fragmentos correspondientes al promotor
(fragmento AB) y el UTR 3’ (fragmento CD) de los genes ATG4 y ATG17 de
S. pombe; a los oligonucledtidos se les agregaron secuencias de enzimas
de restriccion compatibles para que posteriormente se pudieran ligar y tener
la construccion que se muestra en la figura 10.1, las secuencias y los
parametros fisicoquimicos de los oligonucledtidos se muestran en la Tabla
10.

Tabla 10. Secuencias nucleotidicas de los primers para la construcciéon de
los cassettes interruptores.

Gen Secuencia Tm Longitud %
(°C) (pb) GC
ATG4 AB-S 5'- CAA GAT GCG GCC GCTACG CAG TTT | 65.6 30 55.2
GGT ATC -3'
ATG4 AB-AS | 5- GCA GAC CAT AGT AGT ACT CGC AAA 65 37 51.4
CTC GAG AAC GAC G -3'
ATG4 CD-S 5-CAC TTC CCG GGTTTC TTG AAT TCC 64.2 34 50
TTC TCC ATC C -3'
ATG4 CD-AS | 5- GAT GAT TGG ACA GCA ATC TCA GGT 65 35 51.4
ACC AGC AGG AC -3'
ATG17 AB-S 5'- GAT GTT GCG GCC GCT TGT ATC ATC 65.1 34 65.1
ATC AAA GCA G -3'
ATG17 AB-AS | 5-GCT GTA GTT CGC AAG CTC TCATCT 64.6 34 52.9
CGA GTACGAC -3'
ATG17 CD-S 5-CTT CTT CCC GGG ATC ATC ATC GCT 66 33 54.5
CTC CGA AGT -3'
ATG17 CD-AS | 5- AAG CAA CCA GCA TTC AAA CGG TAC 66 34 50
CAA GGT CAC C -3'
URA4-Notl-S 5-GCG GCC GCC TGG TCT TTG AATCAT | 66.5 29 58.6
TGT CG -3'
URA4-Kpnl-AS | 5'-CTG GCA ATG TTA CGA GGA ATC TTG 66 34 50
GGT ACC-3'
ATG4-S 5-GTG ATG GAG CAA GCC TGAACTTCA- | 59.5 24 50
3
ATG4-AS 5'- GTA GCT CAG GAAAGG GCATTTGAG- | 57.8 24 50
3
ATG17-S 5'- ATC GAA AGA AGG TCC CATCTG GA-3' | 57.7 23 47.8
5'- CAC AAT CGG TTG AAC ATG ACC ACC -
ATG17-AS 3 58.5 24 50
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8.2.2. Amplificacion por PCR de los fragmentos para la construccion del

cassete de interrupcién

Para la amplificacién de los fragmentos AB ATG4/ATG17, CD ATG4/ATG17
y URA4, se utiliz6 ADN cromosomico de S. pombe 972, purificado con el protocolo
de ADN gendmico Wizard SV Genomic (Promega, Madison, WI), descrito
anteriormente y se siguio la metodologia siguiente para preparar los insertos y
clonarlos en el vector pJET1.2 blunt:
8.2.2.1. Amplificacién y reamplificaciéon por PCR en punto final
Las reacciones de PCR se hicieron utilizando el kit de PCR Phusion High-Fidelity
siguiendo los protocolos de las tablas 4 y 5, teniendo en cuenta que la plantilla
para la amplificacion es ADN cromosdmico, el tiempo de extensién fue de 30
segundos por cada kb y una temperatura de alineamiento de 60 °C. Para la
amplificacion se hicieron reacciones de 10 L, para la reamplificacion se hicieron
reacciones de 50 pL teniendo como plantilla para la reamplificacién 2 pyL de la
reaccion de amplificacion previa. Las reacciones se corrieron en un gel de agarosa
al 1 % con TBE 0.5 X por 30 minutos a 100 V, se corté cuidadosamente la banda,
se pesO y almacen6é a -20 °C en un tubo eppendorf de 1.5 mL hasta su

purificacion.

8.2.2.2. Purificacién de banda de PCR

Para clonar un fragmento de ADN, es necesaro separarlo por electroforesis,
se corta la banda y se prepara para poder ser clonado. Para hacer la extraccién de
ADN a partir del gel de agarosa, se utilizo el kit Silica Bead DNA Gel Extraction,
siguiendo el protocolo del fabricante descrito a continuacion:

* Una vez cortada y pesada la banda que contiene el amplicon de interés, se
le agregaron 3:1 volumenes de Binding buffer (300 uL por cada 100 mg de
gel).

* Se incubd a 55 °C durante 5 minutos invirtiendo el tubo cada minuto para
mezclar hasta que se disuelva por completo el gel.
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8.2.3.

URA4

Se le agregaron 3 uL de silica powder suspension, se mezcld con voértex y
se incubd a 55 °C por 7 minutos mezclando con voértex cada dos minutos.
Se centrifugé a 12,000 g por 1 minuto y se descarto el sobrenadante.

Se le agregaron 500 yL de buffer de lavado frio, se resuspendid el pellet
con vortex y se centrifugd a 12,000 g por 1 minuto, se descartd el
sobrenadante y se repitid este paso dos veces mas.

Se elimino la mayor parte del liquido posible y se dejo secar dejando el tubo
abierto, sin que el tiempo de secado exceda los 10 minutos.

Se resuspende el pellet en 10 pL de agua libre de nucleasas a 55 °C y se
incuba a 55 °C por 8 minutos.

Se centrifuga 12,000 g por 1 minuto y se pasa el sobrenadante a un tubo
limpio (primera elucion)

Se repiten los dos ultimos pasos para tener una segunda elucion y
finalmente se juntan en un solo tubo y se vuelve a centrifugar a 12,000 g
por 1 minuto y se recupera en un tubo limpio evitando pasar residuos de

silica.

Clonacion de los fragmentos AB - ATG4/ATG17, CD — ATG4/ATG17 y

Para la construccion de los fragmentos de interrupciéon fue necesario clonar

los fragmentos por separado para tener una cantidad de ADN necesaria para

hacer las reacciones de restriccion y ligacion posteriores.

8.2.3.1. Reaccion de ligacion de los fragmentos AB - ATG4/ATG17, CD -
ATG4/ATG17 y URA4 con el vector de clonacién pJET1.2 blunt

Se clonaron los productos de PCR utilizando el kit Clonedet PCR 1.2 blunt

siguiendo las indicaciones del fabricante (Tabla 11)
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Tabla 11. Condiciones para la ligacion con el vector de clonacién pJET1.2

blunt

Buffer de reaccion 2X 10 L
Producto de PCR 8 pL 8 uL
pJET 1.2 blunt cloning vector 1L
T4 DNA ligasa 1L

* Se incubd a 22 °C por 30 minutos, 1 hora a temperatura ambiente y se
almaceno a 4 °C por toda la noche hasta su utilizacién.

8.2.3.2. Transformacion de E. coli por el método de CaCl;

La transformacién de bacterias se hizo utilizando el protocolo modificado de

Cohen y cols. 1972, utilizando la cepa de E.coli One Shot Top10, las cuales son

bacterias de alta eficiencia de transformacion (1X10° ufc/ug de ADN plasmidico) y

propagacion de plasmidos. Para hacer la transformacién se llevo a cabo el

siguiente protocolo:

Se puso un precultivo de E.coli One Shot Top10 en 3 mL de cultivo de
medio LB (Liuria-Bertani) a 37 °C en agitacion por 16 horas.

Se inoculd un cultivo de 3 mL de LB con 100 pL del precultivo de E. Coli y
se incubd por 4 horas a 37 °C en agitacion.

Se tomd 1 mL de cultivo por cada muestra sumando un control positivo de
transformacion y se centrifugé a 8,000 rpm por 2 minutos y se elimino el
sobrenadante.

Se resuspendio el pellet en 200 pyL de CaCl, 100 mM frio, y se incubd por 2
minutos en hielo.

Se anadieron 10 pyL de reaccion de ligacion o 2 pL (100-200 ng) de
plasmido control (pGL3) y se mezclo por turbulencia suave con la pipeta, el
tubo se mantuvo sumergido en hielo y se incub6 por 15 minutos en hielo y
posteriormente a -80 °C por 30 minutos.

Se realizo el choque térmico a 42 °C por 90 segundos y se incubd en hielo
por 3 minutos.

Se agregaron 600 yL de medio LB y se incubd a 37 °C con agitacion por 1
hora.
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* Se centrifugd a 5000 rpm por 3 minutos y se descarté el sobrenadante por
decantacion, dejando un volumen aproximadamente de 50 uL de medio.

* Se resuspendio el pellet en el volumen de LB restante y se hizo el plaqueo
en masivo de placas de medio sélido de LB + Ampicilina (150 pg/mL) y se

incubaron a 37 °C por 16 horas maximo.

8.2.3.3. Identificacién de colonias positivas
Para la identificacion de colonias con el inserto de interés, se hizo siguiendo
la siguiente metodologia.

* Las colonias que crecieron en el medio con Ampicilina se consideran
presuntas positivas y se pican y siembran en 500 yL de medio LB +
Ampicilina en tubos eppendorf de 1.5 mL y se incuban a 37 °C por 4 a 16
horas.

* Las colonias que presentan turbidez son consideradas positivas y se
procede con la realizacion de PCR en colonia, teniendo en cuenta las

necesidades del experimento (tabla 12y 13).

Tabla 12. Mezcla de reaccién para la identificacion de colonias positivas de
E. coli por PCR en colonia

Reactivo Volumen (pL)
Buffer 5x Phusion HF 2

DMSO 0.2

dNTPs 10 mM 0.2

Mg** 0.2

ADNpol 0.1

ADN (cultivo con presencia de turbidez) 0.5

H.O 5.8

Primer sentido (10 pmol/uL) 0.5

Primer antisentido (10 pmol/pL) 0.5

Tabla 13. Condiciones de reaccion para la amplificacion por PCR en colonia

Etapa Temperatura (°C) Tiempo | Numero de ciclos
Pre-desnaturalizacion 98 12 min 1
Desnaturalizacion 98 10 seg
Alineamiento 60 30 seg 35
Polimerizacion 72 30 seg
Extension final 72 5 min 1
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* Se hace el revelado por electroforesis en gel de agarosa al 1 % en TBE 0.5

X'y se corre a 100 V por 30 minutos.

8.2.3.4. Purificacién de ADN plasmidico

Las colonias en las cuales se mostré el amplicon en el peso
correspondiente son consideradas positivas, al azar se toma una y se procedio
con la purificacion de ADN plasmidico para su posterior utilizacion en la ligacion
con los fragmentos correspondientes del cassete interruptor, utilizando el kit DNA
purification MiniPrep (Promega) siguiendo el protocolo del fabricante descrito a
continuacion:

e Se puso un cultivo de 3 mL de medio LB + Amp de la clona seleccionada
positiva, y se incubo por 16 horas a 37 °C con agitacién constante.

* Se empaqueto a 8,000 rpm por 2 minutos y se descarto el sobrenadante.

* Se resuspendid el paquete celular en 250 pL de solucion de resuspencion.

* Se adicionaron 250 pL de solucién de lisis mezclando de suavemente hasta
tener una solucion homogénea y clara.

* Se adicionaron 10 pyL de proteasa alcalina y se mezcldé cuidadosamente
hasta lograr una solucién homogénea y se incub6 5 minutos a temperatura
ambiente.

* Se adicionaron 350 pL de solucion de neutralizacion y se mezcld por
inversion del tubo de 4 a 6 veces teniendo en cuenta que la solucién se
neutralizacion interactue completamente con la solucién anterior.

* Se centrifug6 a 13,300 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.

* Se ensambla la columna en el tubo colector y se transfirié a ésta el
sobrenadante del paso anterior de centrifugacion. Se dejo interactuar con la
columna por 2 minutos y se centrifugd a 13,300 rpm por 1 minuto y se
descarto el filtrado.

* Se agregaron 750 pL de solucion de lavado a la columna y se centrifugo a
13,300 rpmpor 1 minuto, se descarté el filtrado. Se repite este paso con 250

WL de buffer de lavado.
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* Se transfirid la columna a un tubo eppendorf de 1.5 mL limpio y se le
agregaron 40 pL de agua libre de nucleasas previamente calentada a 55 °C
y se incubo 2 minutos a temperatura ambiente y se centrifugo a 13,300 rpm
por 1 minuto (1ra elucion). Se repitio este paso para tener una segunda
elucion.

* Se tom6 una alicuota para su cuantificacion utilizando NanoDrop y se

almaceno a -20 °C.

8.2.4. Ligacion de CD ATG4/ATG17 + URA4 y clonacién en pJET1.2 blunt

Una vez identificados los plasmidos, se hizo la restricciéon enzimatica de los
plasmidos para obtener los insertos con los extremos cohesivos para la posterior
ligacion por complementacidon, para posteriormente clonarlos y obtener los
plasmidos URA4 - CD - ATG4/ATG17 — pJET.

8.2.4.1. Restriccidon enzimatica de los plasmidos CD - ATG4/ATG17-pJET1.2
y URA4-pJET y ligacion
Para hacer las restricciones enzimaticas se siguio el protocolo del fabricante

para cada una de las enzimas sefalados en la tabla 14.

Tabla 14. Condiciones de para reacciones de digestion enzimatica

Xhol Notl Kpnl Xmal
Reactivo [Volumen|Reactivo |Volumen|Reactivo Volumen|Reactivo [Volumen
(pL) (uL) (uL) (uL)
Buffer 2 Buffer 2 Buffer 2 Buffer 2
10X 10X 10X 10X
Enzima 0.1 Enzima 0.1 Enzima 0.1 Enzima 0.1
(10 U/uL) (10 U/uL) (10 U/uL) (10 U/uL)
Plasmido 2.5 Plasmido 2.5 Plasmido 2.5 Plasmido 2.5
(200 ng/ (200 ng/ (200 ng/ (200 ng/
HL) HL) HL) HL)
Agua |cbp10 L] Agua |cbp10pL| Agua |cbp 10 puL|] Agua |cbp 10 yL
* Condiciones de incubacion
37 °C por 3 -16 37 °C por 3 -16 37 °C por 1 hora 37 °C por 3 -16
horas horas horas
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En el caso de los fragmentos AB y URA, éstos se sacaron completos del
vector de clonacion con la previa limpieza utilizando el kit DNA Clan &
Concentrator-5 (Promega) siguiendo el protocolo del fabricante descrito a
continuacion:

* Se agregaron 40 yL de DNA Binding Buffer (Proporcidén 2:1) y se mezclo
por pipeteo.

* La mezcla se transfirid a una columna previamente ensamblada en un tubo
colector y se incubd por 2 minutos a temperatura ambiente.

* Se centrifug6 a 13,300 rpm por 1 minuto y se descarto el sobrenadante.

* Se adicionaron 200 yL de DNA Wash buffer y se centrifugé a 13,300 rpm
por 1 minuto y se descarto el sobrenadante. Se repiti6 este paso una vez.

* Se ensamblo la columna en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se agregaron 10

ML de agua libre de nucleasas a 55 °C y se incub6 2 minutos a temperatura

ambiente.

* Se centrifugd a 13,300 rpm por 1 minuto y se almacena -20 °C o puede ser

usado para una siguiente reaccion.

Una vez hecha la restricciéon simple o doble correspondiente se verifica por
electroforesis en gel de agarosa al 1% con TBE 0.5X corriendo a 100 V por 40
minutos, se corta la banda correspondiente y se hace la purificacion del fragmento
correspondiente siguiendo la metodologia descrita en la secciéon 2.2.2,
posteriormente a la reaccion de ligacion del gen URA4 digerido con Notl y Kpnl
con el plasmido CD-pJET1.2 blunt (ATG4/ATG17) utilizando la enzima ligasa T4
(Promega) siguiendo el protocolo del fabricante descrito en la tabla 15.
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Tabla 15. Condiciones para la ligacion con el vector de clonacién CD-
pJET1.2 blunt + URA4

Buffer de reaccion 10X 25uL
Producto de PCR 8 pL 10 L

CD- pJET 1.2 blunt 10 uL

T4 DNA ligasa 1L

Agua 1.5 pL (cbp 25)

* Se incubd a 16 — 22 °C por toda la noche y se almacen6 a 4 °C

Para la confirmacion de la ligacion se hizo PCR a la reaccion de ligacion
con las condiciones descritas en las tablas 4 y 5 alineando los oligonucleotidos
URA4-AS y CD-S (ATG4/ATG17) a 58 °C y en caso de ser positiva a la ligacion de
URA4-CD, se hizo la reamplificacion en un volumen de 50 pL, se corto la banda
correspondiente y se purific6 de acuerdo con el protocolo descrito en la seccién
8.2.2.2.

Una vez obtenido el fragmento URA-CD-ATG4/ATG17 por PCR se procede
con la ligacion clonacién de éste fragmento en el vector de clonacion pJET1.2
blunt, siguiendo los protocolos descritos en la seccién 8.2.3.4.

8.2.5. Ligacion de URA-CD ATG4/ATG17 + AB ATG4/ATG17 y clonacién en
pJET 1.2 blunt
Finalmente para la ligacibn de los fragmentos AB con URA-CD
ATG4/ATG17, se siguieron los protocolos descritos en las secciones 8.2.3 y
8.2.4, teniendo en cuenta las siguientes consideraciones:
* Se hizo la digestion de los plasmidos URA-CD ATG4/ATG17-pJET1.2 blunt,
para sacar el inserto completo haciendo primero la restriccion con la enzima
Xmal y posteriomente con Notl con la correspondiente purificacion
intermedia, debido a que sus buffers no son compatibles por diferencias en
fuerza ionica.
* La ligacion de los fragmentos AB con URA-CD ATG4/ATG17 previamente
digeridos, se hizo con la enzima DNA T4 ligasa (Promega) y fue confirmada
por PCR utilizando los oligonucleétidos AB-AS y CD-S (ATG4/ATG17)
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alineandolos a 58 °C. El amplicén de 3 kb en ambas construcciones, por lo
que el tiempo de polimerizacion se extendié a 1 minuto con 20 segundos
(modificaciones a la tabla 5).

* Una vez obtenido el amplicon de 3 kb correspondiente al cassete de
interrupcion se reamplificd y se clond en el vector de clonacion pJET1.2
blunt.

* Una vez confirmada la clonacién el plasmido resultante se caracterizd por
restriccion enzimatica (Tabla 16), PCR y secuenciacion por el método de
Sanger automatizado.

Tabla 16. Condiciones de para reacciones de digestion enzimatica
Bgl Il Xbal
Reactivo Volumen (uL) Reactivo Volumen (uL)
Buffer 10X 2 Buffer 10X 2
Enzima (10 U/uL) 0.1 Enzima (10 U/ulL) 0.1
Plasmido 2.5 Plasmido 2.5
(200 ng/ L) (200 ng/ L)
Agua cbp 10 yL Agua cbp 10 yL
* Condiciones de incubacion
37 °C por 1 hora | 37 °C por 3 -16 horas

* Para la secuenciacion por el método de Sanger automatizado, se enviaron
las muestras al Laboratorio de Servicios Gendmicos del Cinvestav y se
proporciond el volumen necesario para 1 yug de ADN plasmidico y
oligonucléotidos AB-AS y CD-S (ATG4/ATG17), que amplifican el cassete
completo.

8.2.6. Transformacion de S. pombe

Una vez identificados los plasmidos con las construcciones de ADN
recombinante, se procedi6 con la transformacion de la levadura S. pombe, en este
apartado se utilizaron diferentes cepas con auxotrofias a URA4 (Tabla 17).
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Tabla 17. Cepas utilizadas para la transformacién de S. pombe

Cepa Genotipo Procedencia

S. pombe 3D h* leu1-32, ade6-M250, ura4-D18, ape1’, dpa1” | Villa L y Suarez
Rendueles,
1994

S. pombe 826 h*/ h* leu1-32/ leu1-32, ade6-M210/ade6-M250, | ATCC
ura4-D18/ura4-D18

S. pombe 4X h* leu1-32, ade6-M250, ura4-D18, his7-366 ATCC

Para hacer la transformacion se llevé a cabo el siguiente protocolo:

* Se hizo un precultivo de S. pombe de 5 mL en medio liquido YE, se incubd
a 29 °C por 24 horas con agitacion constante (200 rpm).

* Con 3 mL precultivo se inocularon 22 ml de medio YE y se incubd a 29 °C
con agitacion constante hasta alcanzar una DOego de 1.5 (24 horas
aproximadamente).

* Se centrifugd a 3000 rpm por 5 minutos a 4 °C y se descarto el
sobrenadante, las células se lavaron con 5 ml de agua estéril y se
centrifugaron a 3000 rpm por cinco minutos a 4 °C y se descarto el
sobrenadante.

* Se suspendieron las células en 5 mL de LIOAC/TE frio (la solucion se debe
mantener en hielo) y se incubaron a 29 °C con agitacién constante por 30
minutos.

* Se centrifugd a 3000 rpm por 5 minutos a 4 °C y se descarto el
sobrenadante, el paquete celular se resuspendiéo en 100 yl de LIOAC/TE
frio, se transfirio a un tubo eppendorf de 1.5 mL y se mantuvo en hielo a
partir de este paso y hasta este paso se considera la preparacidon de células
competentes para transformacion.

* Se tomaron en 15 pL de células competentes en tubo de 1.5 mL para cada
transformacion, se les agregd 15 uL de ADN de esperma de salmén (10 pg/
ML hervido previamente por 5 minutos), se agregd el volumen necesario

para tener de 250-500 ng de vector previamente linearizado (con enzima de
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restriccion Xbal). Se mezclé por turbulencia suave con pipeta teniendo el
tubo en hielo.

e Se incubé a 29 °C por 10 minutos y posteriormente se agrego
PEG40%/LiOAC/TE en una proporcién 3:1 (120 ul) Y se incub6 por 30
minutos a 29 °C.

* Se hizo el choque térmico a 42 °C por 7 minutos e inmediatamente se
centrifugd a 2500 rpm por 5 minutos a 4 °C y se elimino el sobrenadante.

* El pellet de células se resuspendio en 1 ml de medio YE y se incub6 por 90
minutos a 29 °C con agitacion constante.

* Se centrifuga 2500 rpm por 5 y se elimind el sobrenadante, se hizo un
lavado con 500 uL de agua estéril y se centrifugé a 2500 rom por 5 minutos
y se descarto el sobrenadante por decantacion.

* El pellet de células se resuspendioé en el liquido remanente y con éste se
plaquedé en masivo placas de medios soélido YNB con los requerimientos
auxotroéficos necesarios (sin uracilo en el caso de la interrupcion).

* Seincubd a 29 °C y se observaron colonias después de 5 dias.

8.2.6.1. Identificacién de colonias transformadas de S. pombe por PCR

Las colonias crecidas en la placa de medio YNB se picaron y se sembraron
en 500 yL de medio liquido YNB con los requerimientos auxotréficos necesarios
que permitieran la seleccion, se incubaron a 29 °C con agitacion constante por 48
- 72 horas, los tubos que presentaron turbidez, se consideraron presuntos
positivos.
Para la identificacion de colonias presuntamente positivas a la interrupcion de los
genes ATG4/ATG17 se hizo PCR en colonia amplificando el ORF de URA4
(Tabla 12 y 18) y el cassette completo AB-AS con CD-S (ATG4 6 ATG17) de
acuerdo con las posibilidades de entrada al cromosoma por recombinacion

homologa.
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Tabla 18. Condiciones de reaccion para la amplificacién por PCR en colonia
de S. pombe
Etapa Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Pre-desnaturalizacion 98 15 min 1
Desnaturalizacion 98 10 seg
Alineamiento 58 90 seg 35
Polimerizacién 72 30 seg
Extension final 72 5 min 1

A partir de las colonias positivas se hizo en la purificacion de ADN

cromsomico siguiendo el siguiente protocolo descrito en la seccion 1.3 o el

protocolo de Hoffman 2001 modificado descrito a continuacion:

Se inoculd un cultivo de 3 mL de medio liquido YE con 50 yL de las colonia
presunta positiva, se incubo por 48 horas a 29 °C con agitacién contante.
Se centrifuga 8000 rpm por dos minutos y se descarto el sobrenadante.

Se hizo la disrupcién enzimatica de la pared de la levadura agregando 0.2
mg de Zymoliasa 20T resuspendida en 60 pL de buffer de Zymoliasa y se
incubd a 37 °C por 45 minutos con resuspension cada 10 minutos.

Se centrifugé 8000 rpm por 2 minutos y se descarto el sobrenadante.

Se adicionaron 200 uyL de solucion de lisis y se mezcld por pipeteo hasta
lograr el lisado (5 minutos).

Se agregaron 200 yL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y se mezclé en
vortex por 30 segundos.

Se centrifugd 12,000 rpm por 5 minutos a 4 °C y se transfirio la fase acuosa
a un tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml.

Se adicion6 1 yL de RNasa y se incub6 a 37 °C por 15 minutos.

Se adicionaron 50 L de acetato de sodio 3 M a pH 5.2.

Se adicion6 1 ml de etanol absoluto frio y se mezclé suavemente, se incubo
cinco minutos a -20 °C, se centrifugo a 12,000 rpm por 15 minutos a 4 °C y
se elimino el sobrenadante.

Se agregd 1 ml de etanol al 70% para lavar el pellet y se centrifugd a
12,000 rpm por 15 minutos a 4 °C y se elimino el sobrenadante.
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* Se seco el pellet a temperatura ambiente sin exceder los 10 minutos y se
agregaron 40 uL de agua libre de nucleasas a 55 °C.

* Se almacend a -20 °C para su posterior uso.

Para la confirmacion de las clonas se hicieron diferentes reacciones de
PCR, utilizando oligonucleétidos que amplifican el cassette completo, una region
dentro del gen deletado como control negativo, y una region ubicada en el
cromosoma que flanquearia el cassete de interrupcion en caso de haberse

insertado.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1. Determinacion de los niveles de ARNm de los genes ATG4, ATG17 y
ATG18a

9.1.1. Cultivo y envejecimiento cronolégico de S. pombe

De acuerdo con resultados obtenidos por Roux en 2009, Segundo, PL en
2015, Lancho, D. en 2015, los dias Optimos para el estudio del envejecimiento
cronoldgico en la cepa de S. pombe 972 estan en el intervalo comprendido entre
los 6 y los 15 dias; cabe destacar que fue de particular interés el dia ocho en el
cual se mostraron los mayores cambios en la expresion de los niveles de ARNm
de los genes ATG4, ATG14, ATG17, PCA1, FMA1 e ICP55, por lo que se
trabajaron las mismas condiciones de cultivo.

Para el caso particular de la cepa de S. pombe 826, las condiciones de
cultivo fueron diferentes a la cepa 972h- de acuerdo con los protocolo de estudio
del envejecimiento cronolégico en S. pombe la cepa 826 se sembro en medio YE
con 2% de glucosa. Para el estudio del envejecimiento se pueden utilizar
diferentes medios de cultivo, tales como el medio de extracto de levadura (YE)
suplementado con los componentes auxotréfico, particularmente, el
envejecimiento cronoldgico en levadura se estudia durante la fase estacionaria de
cultivo, en el cual las células se encuentran en fase Gy, tomando en cuenta los
efectos de la disponibilidad durante el envejecimiento cronoldgico se trabajo con
una concentracion de 2% glucosa (Roux, AE. 2009; Roux, AE., 2010). Las
condiciones nutricionales durante el envejecimiento cronoldégico son muy
importantes, la disponibilidad extra de algun nutriente puede tener efectos
drasticos en la viabilidad de la levadura, afectando desde su morfologia hasta su

tamano. Haciendo la comparacién entre las condiciones de cultivo en un medio
minimo EMM y el medio de cultivo YE con 2% de glucosa, se observan

diferencias en tamaro y morfologia teniendo en el medio YE, células mas grandes
y con morfologia bacilar mas pronunciada que en los cultivos con medio EMM
(Figura 11 y 12) (Segundo, PL. 2015; Lancho, D. 2015). De acuerdo con los
protocolos de envejecimiento cronologico en S. pombe se hizo la evaluacion de los
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cambios en la morfologia celular y los niveles de ARNm de los genes en ATG4,
ATG17 y ATG18a en los dias 2, 6, 8 y 11, en la cepa S. pombe 826 teniendo como
control de células jévenes el dia 2 y posteriormente una comparacion con células

de la cepa S. pombe 972 en las misma condiciones de crecimiento.

Envejecimiento cronoldgico de S. pombe 826

4

O

2 dias 6 dias 8 dias 11 dias

Figura 11. Envejecimiento cronolégico de S. pombe 826. Cultivos de S. pombe 826 en medio
YE con 2% de glucosa en condiciones de envejecimiento cronoldgico vistas al microscopio 6ptico a
40X. Las células mantienen su capacidad reproductiva en el dia 2, la morfologia bacilar se
mantiene hasta los 11 dias. Microscopia 6ptica de contraste de fases observada bajo el objetivo
40X.
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Figura 12. Evaluacion de las caracteristicas fenotipicas de S. pombe en los dias 1, 2, 5, 8, 12
y 18 de CLS. Se observa que en los dias 1y 2 de cultivo de S. pombe la poblaciéon es homogénea
de forma cilindrica de igual tamafo, sin embargo, a partir del dia 5, la poblacion se vuelve
heterogénea, donde las células presentan diferentes morfologias (flechas moradas), el volumen
celular disminuye y la pared celular se engruesa. En el dia 18, se observan células muertas
(Circulos rojos) y una poblacién aun mas heterogénea. Microscopia 6ptica de contraste de fases
observada bajo el objetivo 100X (Tomado de Lancho, D., 2015).
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De acuerdo con las microfotografias mostradas en la figura 11, se puede
observar el cultivo en fase estacionaria desde el dia 6, ya que no se observan
células en division. Cabe mencionar que desde el dia 6 es posible observar
granulos de estrés o vacuolas en el citoplasma de las levaduras; sin embargo,
éstas se mantienen vivas, ya que no se observo en ninguno de los campos células
muertas. Se ha observado que el envejecimiento en levaduras es resultado en
parte por el dafio celular debido a la acumulacion de especies reactivas de
oxigeno (EROS); los cultivos con altas concentraciones de glucosa acumulan mas
EROS (Roux, AE., 2009; Hlavata, L., 2008). A pesar de que en este trabajo se
trabajo con la misma concentracion de glucosa en el medio minimo, se pueden
observar diferencias debido a que la cepa S. pombe 826 tiene una mayor
disponibilidad de nutrientes aportados por el medio YE, lo cual se ve reflejado en
el tamarno, la morfologia y la presencia de granulos de estrés pronunciados en
condiciones de envejecimiento. De acuerdo con las observaciones anteriores se
consideraron las condiciones Optimas para el estudio del envejecimiento

cronoldgico.

9.1.2. Diseno de oligonucleétidos para qPCR

En un trabajo previo se midieron los niveles de los transcritos ATG4 y
ATG17; sin embargo, éstas enzimas son de baja expresion y el gen constitutivo
utilizado fue ACT1 el cual es de alta expresion. De acuerdo con los protocolos de
PCR en tiempo real, se recomienda hacer la comparacion con genes constitutivos
que tengan niveles de expresion similares, teniendo esto en cuenta se hizo el
disefio de oligonuclétidos para PCR en tiempo real de los genes SDH1 (subunidad
de la succinato  deshidrogenasa) y  HPT1 (Hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferasa), los cuales son considerados de media y baja expresiéon y
estan validados para el analisis de genes por PCR en tiempo real (Vandesompele,
J., 2002; Segundo, PL., 2015). Por otro lado, se hizo el disefio de oligonucléotidos
para evaluar los niveles del transcrito del gen ATG18a en condiciones de
envejecimiento cronoldgico y asi ampliar la informacién sobre su participacion en

el proceso de autofagia durante el envejecimiento.
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Tomando las consideraciones necesarias para en el disefio de
oligonucledtidos de qRT-PCR el disefio de HPT1 se hizo flanqueando un intrén.
Los disefios de oligonucleotidos que se hicieron en este trabajo para la evaluacion
de genes por tiempo real se muestran en la tabla 19.

Tabla 19. Oligonucleétidos disefiados para qRT-PCR.

Oligonucledtido Secuencia m GC PM Tamano
(°C) | (%) | (g/mol) (pb)
WPT1s  STAGATETOTGCTOAMC  gog oy gaogs | a3
(ADNCc)
HPT1-as 5= AGC CAT TGG TCT CAG 59.1 52.5 7030.6 164
CCTGTATG -3 (ARN)

5’-CAC AGA TTC CGT GCT
SDH1-s CAC AAG ACT -3’ 59.1 50 7281.8 130

5 GTT TCT CGT GCT GGA CTT

SDH1-as CCTCTAC 3’ 58.9 52  7565.9
5-GTG TTC GCT GTT TGT
ATG18a-s GCT CTT TCA C -3' 59 48 7611.9 109
5'- ACT GGA GGA CTC ACC
ATG18a-as TTC CGT -3' 60 57.1 6471.2

9.1.3. Estandarizacion de condiciones de amplificacion para los genes ATG4,
ATG17, SDH1, HPT1 y ATG18a

Para establecer las condiciones optimas de amplificacion de los genes
SDH1, HPT1 y ATG18a, fue necesaria la purificacion de ADN cromosomico y este
se utiliz6 como plantilla para hacer las pruebas por PCR de punto final, en los
cuales la temperatura optima de alineamiento fue de 60 °C, obteniendo los
resultados mostrados en la figura 13, en los cuales se muestra un solo amplicén.
Debido a que la amplificacion se hizo a partir de ADN cromosomico el en el caso
del gen HPT1 se observa el amplicon de 439 pb debido a que éste gen presenta
intrones, en el caso de SDH1 y ATG18 se muestran los amplicones en el peso de
130 ob y 109 pb correspondientemente a lo esperado.
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ADN MPM HPT1 MPM SDH1 MPM ATG18a
100 pb 439 pb 100 pb 130 pb 100 pb 109 pb
1000 pb ->
500 pb -> -
100 pb ->

Figura 13. Optimizacion de condiciones de PCR para los genes HPT1, SDH1 y ATG18a. A la
izquierda se observa la purificacion ADN cromosoémico el cual fue usado como plantilla para la
amplificacion de los genes HPT1, SDH1 y ATG18a, a 60 °C.

Posteriormente, se realizé la purificacion de ARN (Figura 17), la obtencion
de curvas estandar (Figura 14) para la qRT-PCR y las curvas de Melting (Figura
16). Alineando a 60 °C los oligonucleoétidos para su hibridacion con el ADNc (ADN
complementario) de los genes HPT1, SDH1 y ATG18a sin generar productos
inespecificos como lo muestra el pico unico caracteristico en la curva de Melting.
El rango dinamico de amplificacidon es de 1.25 a 20 ng, la concentracion ARN total
utilizada como plantilla fue de 10 ng. Adicionalmente se realizaron las curvas
estandar y de Melting de Atg4 y Atg17 cuyos disefios se hicieron en un trabajo
previo (Figura 14 y 16) (Segundo, PL., 2015). Para asegurar que el gen
constitutivo utilizado en este trabajo tenga las condiciones optimas para hacer los
ensayos de qRT-PCR, se hicieron las curvas de validacion (Figura 16), en las
cuales se observa una pendiente menor a 0.07, por lo que el gen SDH1 es apto
para su uso en qRTPCR.
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Figura 14. Curvas estandar de los genes HPT1, SDH1, ATG18a, Atg17 y Atg4. Las curvas
estandar obtenidas tienen R? mayor al 0.95, con una pendiente negativa entre -2.9 y -4.6. El rango
dinamico de amplificacion se determiné en el intervalo de los 20 ng hasta los 1.25 ng.
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Figura 15. Curvas de melting de los genes SDH1, HPT1, ATG18a, ATG17 y ATG4. Se puede
observar un solo pico en la curva de Melting para cada uno de los pares de oligonucleétidos,
caracteristico de un solo amplicon en la reaccién de gqRT-PCR.
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Figura 16. Curvas de vadidacion de los genes ATG18a, ATG17 y ATG4. Cada ensayo se hizo
calculando la razén del promedio de Ct del gen ednégeno SDH1 entre el gen problema (ATG4,
ATG17 y ATG18a). Se puede observar una pendiente menor a 0.07 caracteristico de la
compatibilidad de los genes constitutivo y problema.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en las curvas estandar y las
curvas de Melting se determin6 que el gen constitutivo adecuado para los ensayos
era SDH1 para los estudios por gqRT-PCR, con una pendiente parecida a la de los
genes problema asi como un coeficiente de correlacion 6ptimo mas cercano a uno
R2= 0.99654, comparado con el Rz = 0.96969 de la curva de Hpt1, asegurando la

reproducibilidad de los ensayos.

9.1.4. Cuantificaciéon de los niveles de los transcritos de ATG4, ATG17 y

ATG18a en condiciones de envejecimiento cronolégico

9.1.4.1. Niveles de los transcritos de ATG4, ATG17 en la cepa S. pombe 972

Para la determinacion del nivel de los transcritos de ATG4 y ATG17 en
condiciones de envejecimiento cronoldgico, se obtuvieron muestras de 2, 6 y 8
dias de cultivo de la cepa S. pombe 972 en medio EMM, se purificé su ARN total

(Figura 17) y se procedi6 con la evaluacion de los transcritos.

Dia

2 6 8

28s >
18s ->

Figura 17. ARN total de células de S. pombe 972 en condiciones de envejecimiento
cronolégico. Se observan las bandas correspondientes a los ARN ribosomales 28s y 18s.

Los resultados indican cambios en los niveles de los transcritos ATG4 y
ATG17 con una disminucién significativa en los dias 6 y 8 de envejecimiento lo
cual sugiere que el proceso de autofagia esta desregulado lo que aumenta el

estrés intracelular (Figura 18).
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Figura 18. Niveles de expresion de ARNm de los genes ATG4 y ATG17 en condiciones de
envejecimiento cronolégico en la levadura S. pombe 972 h" en medio EMM. Las graficas
muestran que los niveles de ARNm para ATG4 (A) y ATG17 (B) disminuyen desde el dia 6 de
envejecimiento, se graficd el valor de RQ resultante del ensayo por el método de AACt utilizando
como control endégeno Sdh1. ** Diferencia significativa con p<0.01. *** Diferencia significativa con
p<0.001ANOVA de una via para medidas repetidas seguida de post-test Dunnett, cada dia fue
comparado contra el dia 2.

Como se puede observar en la figura 18 los niveles del transcrito de Atg4
se ven disminuidos al dia 6, lo cual puede tener repercusiones importantes en la
eficiencia del proceso de autofagia, como se sabe la actividad de la cistein
proteasa Atg4 es muy importante durante el proceso de autofagia debido a que se
encarga de la activacion inicial de la proteina Atg8 mediante la escision del péptido
carboxilo terminal para la posterior lipidacidn, necesaria para formar los
autofagosomas. Atg8 es una proteina importante para el reconocimiento del cargo
y para el reciclaje de ésta es necesaria la desconjugacion de PE, donde Atg4 tiene
la capacidad de cumplir esta funciéon (Figura 7). Por lo que su participacion
durante el envejecimiento es importante para mantener la homeostasis celular; sin
embargo, durante el envejecimiento los niveles de EROS aumentan,
consecuentemente el daino de macromoléculas en el citoplasma. Normalmente el
aumento de EROS tiene como consecuencia la activacion de vias de respuesta al
estrés, entre las que destaca, la autofagia; sin embargo, durante el envejecimiento
la eficiencia de éste proceso se encuentra disminuida, lo cual tiene como
consecuencia el aumento de macromoléculas y organelos dafados en el
citoplasma y como consecuencia el declive las funciones fisiolégicas observadas
durante el envejecimiento (Lapierre, LR., 2015; Filomeni, G., 2015; Fernandez,
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AF., 2015). Por lo que si disminuyen los niveles de expresién de Atg4 y perse su
actividad, el proceso de autofagia no se llevaria a cabo de manera optima para
compensar los dafios celulares ocurridos durante el estrés y éste seria uno de los
causantes del fenotipo de envejecimiento (Figura 18). Asi como en Atg4 los
niveles del transcrito de Atg17 también se observan disminuidos, Atg17 tiene un
papel fundamental durante la iniciacion del proceso especifico de macroautofagia,
ya que ésta es capaz de regular la magnitud del proceso, regulando el tamafo y
forma de los autofagosomas por lo que es importante para la eficiencia del
proceso aunque no fundamental ya que el proceso se puede llevar acabo en su
ausencia (Cheon, H., 2005). Sin embargo, se ha observado que mutantes de esta
proteina tienen un efecto directo en la longevidad de la levadura, por lo que su
participacion durante el proceso de envejecimiento es importante para mantener la
eficiencia 6ptima del proceso de autofagia (Garay, E., 2014), esto podria ser
debido a que se ha observado que en mutantes AAtg17 el tamafo de los
autofagosomas se ve disminuido significativamente, lo cual puede tener
repercusiones en su eficiencia y en el caso de disminuir los niveles de expresion
de Atg17, se esperaria que cambiara la morfologia de los autofagosomas y la
eficiencia del proceso de autofagia disminuya, teniendo como efecto la
disminucién del mantenimiento de la homeostasis y por ende provocar un fenotipo

de envejecimiento.

9.1.4.2. Niveles de los transcritos de ATG4, ATG17 y ATG18a en la cepa S.
pombe 826

Debido a la importancia de los datos anteriormente expuestos, se planteod la
generacion de mutantes con la interrupcion génica de ATG4 y ATG17, por lo que
fue necesario hacer la evaluacion del nivel de los transcritos de estos genes en la
cepa S. pombe 826 utilizada para la interrupcion génica en los dias 2, 6, 8 y 11 de
cultivo, se purificé a ARN total y se hicieron los ensayos de qRT-PCR (Figura 19 y
20). Pero ademas en estas muestras se evaluo el nivel del transcrito de ATG18a

debido a su importancia en el proceso de autofagia.
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Dia
2 6 8 11

28s ->
18s ->

Figura 19. ARN total de células de S. pombe 826 en condiciones de envejecimiento
cronolégico. Se observa la integridad del ARN total caracterizado por la presencia de las bandas
correspondientes a los ARN ribosomales 28s y 18s.
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Figura 20. Nivel de ARNm de los genes ATG4, ATG17 y ATG18a en condiciones de
envejecimiento cronologico en la levadura S. pombe 826 en medio YE con glucosa al 2%. Se
observa un aumento en los niveles de los transcritos desde el dia 6 de envejecimiento y
posteriormente un regreso a niveles basales al dia 11. Diferencia significativa con * p< 0.05 **
p<0.01 y *** p<0.001. ANOVA de una via para medidas repetidas seguida de post-test Dunnett,
cada dia fue comparado contra el dia 2.
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La evaluacidén de los niveles del transcrito Atg18a surgen a partir de la
necesidad de obtener informacién sobre ésta proteina, la cual tiene un papel
relevante durante el proceso de autofagia ya que entre sus funciones tiene que ver
con los cambios en la localizacion de PI3PK, ésta tiene un papel importante para
localizar los complejos de nucleacion en el sitio de ensamble del fagoforo (PAS).
ATG18 se encarga especificamente del direccionamiento de complejo Atg12-Atg5s-
Atg16 para la lipidacion de Atg8-l, ésta es una de las ultimas proteinas
identificadas relacionadas a la autofagia (Mukaiyama, H., 2010; Sun, LL., 2013).

Las condiciones nutrimentales son muy importantes para la célula, a partir
de éstas se orquestan una serie de respuestas moleculares a las condiciones del
medio ambiente, para evaluar los niveles de los transcritos en la cepa de S.
pombe 826 se escogiod trabajar con un medio completo YE con 2 % de glucosa ya
gue esta condicion no se asocia con el crecimiento durante la fase estacionaria. El
envejecimiento cronoldgico en este medio no es simple inanicion ya que el
crecimiento de una cepa silvestre en medio minimo, extiende 3 veces la
supervivencia que en un medio completo (Fabrizio, P., 2003; Roux, AE. 2006). Las
vias que regulan el envejecimiento son variadas entre ellas las que tienen que ver
con la disponibilidad y sensado de nutrientes donde participan las vias TOR/Sck2
y las vias Ras/Pka1, las cuales convergen en la activacion de Rim15, que a su vez
activa al factores de transcripcion como Msn1 relacionados con la transcripcion de
factores de respuesta al estrés. La otra via que es capaz de regular el
envejecimiento se relaciona con la respuesta al estrés oxidativo por ROS, los
cuales convergen en la activacidon de mecanismos protectores como la autofagia
(Longo, VD., 2012). Segun los resultados obtenidos en la figura 20, al evaluar el
nivel de los transcritos, se puede observar que a partir del dia 6 de envejecimiento
hay un aumento significativo en los transcritos de los genes ATG4, ATG17 y
ATG18a en la cepa de S. pombe 826, segun la caracterizacion del envejecimiento
cronoldgico en S. pombe después de 6 dias de cultivo alrededor del 60% de la
poblacion esta metabdlicamente activa pero solo el 2.3 % mantiene su capacidad
replicativa la cual se pierde alrededor del dia 15. Roux en 2006 afirma que existe

una acumulaciéon de EROS en el 25% de la poblacion en el dia 6 y ésta se duplica
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alrededor del dia 10 (Roux, AE., 2006), por lo que existe una correlacion con el
aumento de los niveles de los transcritos de ATG4, ATG17 y ATG18a ya que el
aumento en los niveles de EROS activa la respuesta antioxidante y por ende la
activacion del proceso de autofagia, sin embargo, a pesar de que hay un aumento
significativo de EROS al dia 10, los niveles de los transcritos de ATG4, ATG17 y
ATG18a disminuyen comparandolos con el dia 6, lo cual podria ser indicativo de
que el dano oxidativo se ha acumulado y la eficiencia de la respuesta celular al
estrés disminuye paulatinamente, particularmente es probable que el proceso de
autofagia no se lleva a cabo de manera eficiente a pesar de que se observan
vacuolas en el dia 11(figura 11).

9.2. Construccion de plasmidos para la interrupcién por recombinacion

homologa de los genes ATG4 y ATG17

Recientemente, los numerosos proyectos del genoma han provisto de una
gran cantidad de genes de los cuales aun no se conoce su funcion. Tal
informacion ha sido usada para los disefios pos-gendmicos de micro-arreglos de
DNA y el desarrollo de herramientas para protedmica. Sin embargo, estas
herramientas miran el patrén de un genoma completo y no elimina la necesidad de
estudiar un gen a detalle. En los ultimos afios se han desarrollado gran cantidad
de herramientas bioinformaticas, que aportan una gran cantidad de informacion y
una vision general de las funciones y caracteristicas que puede tener una
proteina; sin embargo, aun es necesario hacer el estudio para la caracterizacion
bioquimica y el analisis funcional de éstas para corroborar la informacion dada por
los analisis in silico. Para hacer el analisis funcional de genes el primer paso es la
disrupcién del gen de interés (Wendland, J., 2003)

La recombinacion homodloga ha sido ampliamente utilizada para la
obtencion de cepas mutantes en levadura con interrupcion de genes especificos.
Este es un tipo de recombinacidn genética en el cual las secuencias de
nucleotidos son intercambiadas entre dos cadenas similares o idénticas de ADN,

la cual produce nuevas combinaciones de secuencias de ADN durante el
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entrecruzamiento cromosémico en la meiosis. Las nuevas combinaciones de
secuencias de ADN representan una variacion genética, que permiten a la
poblacion adaptarse a condiciones medioambientales en el tiempo. Este proceso
se ha conservado a lo largo de la evolucion en organismos como S. pombe
(Wendland, J., 2003; Wang, L., 2003).

El reemplazamiento génico requiere de la construccion de un cassette de
interrupcion que contenga secuencias homologas 5’ y 3’ del gen a reemplazar, las
cuales flanqueen un gen de seleccidn que sirva para identificar las clonas
transformantes en una cepa con auxotrofia a un componente especifico, la cual se
transformara con la construccion linearizada y posteriormente la seleccidon de las
clonas que pudieran haber insertado el cassete. Debido a las limitaciones de los
sitios de restriccion permitidos en el gen de interés, muchas de estas
construcciones son comunmente llamadas como disrupcidén de genes en lugar de
deleciones, debido a que el marcador de seleccidn es insertado dentro del ORF
permitiendo la posibilidad de la transcripcion e incluso la traduccion de una parte
del gen interrumpido en algunos casos. La eficiencia de recombinacion dependera
de la especificidad y el tamafio de las secuencias homodlogas flanqueantes las
cuales deben ser de >250 pb para aumentar la eficiencia en mutagénesis dirigida
y la eficiencia de integracion (Wang, L., 2003; Wendlad, J., 2003; Wach. A., 1996;
Grim, C., 1988).

La construccidon del cassette de interrupcion en el presente trabajo utilizd
como gen de seleccion URA4 de S. pombe (2230 pb), se ha comprobado que
tiene una alta integracién y un bajo porcentaje de conversion génica (Grim, C.,
1988), el cual se flanqueo por la region homologa al promotor (AB) de 474 pb y
468 pb de los genes ATG4 y ATG17 respectivamente y una region homologa al
UTR 3’ (CD) de 383 pb y 347 pb correspondiente a cada gen, para obtener
cassettes de 3178 pb y 3166 pb para el reemplazo génico de los genes ATG4 y
ATG17 respectivamente. Para poder unir los fragmentos por reacciones de
ligacion, las regiones AB estan flanqueadas por las enzimas de restriccion Notl y
Xhol, el gen URA4 por Notl y Kpnl y las regiones CD con Xmal y Kpnl. Una vez

construido el cassette para cada gen, se clono en el vector de clonacion pJET 1.2
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blunt. Para hacer las construcciones de los plasmidos se siguid la metodologia
necesaria para generar los plasmidos enumerados en la figura 21. Al incorporarse
la construccion interruptora al cromosoma de la levadura en cepas haploides y
diploides por transformacion, se espera la generacion de cepas mutantes AAtg4 y

AAtg17 por remplazo génico mediante recombinacion (Figura 22).

2518/2765 pb

1.
Notl Xhol Xmal Kpnl
}
Notl Kpnl
Notl kpnl Xmal

2. ﬂh‘

Xhol Notl kpnl Xmal

3. »

Figura 21. Estrategia para la construccion de cassete interruptor. 1. Amplificacion y clonacién
de los fragmentos AB y CD del gen de interés y del gen de seleccién URA4. 2. Ligacién y clonacion
del fragmento CD con URAA4. 3. Ligacion y clonacion del fragmento AB con el fragmento CD-URA4.

79



Generacion de la construccion interruptora de los genes ATG4 y ATG17 y andlisis del nivel de ARNm en células envejecidas de

219p
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Cromosoma |
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v | v

Haploides Diploide
N atg Gen URA4 tag cp 3 atg Gen ATG4/ATG17 tag e
atg Gen URA4 tag D
s AB atg Gen URA4 tag D ke

atg Gen URA4 tag D

Figura 22. Esquema general de interrupcion de los genes ATG4 y ATG17 utilizando un
cassete de interrupcion por recombinacion homoéloga y obtencion de las posibles mutantes
AAtg4 y AAtg17.

Se optimizaron las reacciones de PCR para tener amplicones bien definidos
en el peso correcto, los fragmentos AB y CD hibridaron a 59 °C (Figura 23A) y el
fragmento del gen URA4 hibridé a 62 °C (Figura 23B), cada fragmento fue re-
amplificado y purificado para tener una concentracién adecuada.
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MPM AB-ATG4 CD-ATG4 AB-ATG17 CD-ATG17 URA4
100 pb 474 pb 383pb 468 pb 347 pb 2230ph
1000 pb ->
500 pb -> 1000 pb ->

500 pb ->

Figura 23. Amplificacion por PCR de las secuencias para la construccion de la interrupcién
de los genes ATG4 y ATG17. A) Amplificacion por PCR de los fragmentos AB y CD de los genes
ATG4 y ATG17. B) Amplificacién por PCR del gen URA4.

Cada fragmento fue clonado en el plasmido pJET 1.2 blunt, el cual se
encuentra comercialmente linearizado para la ligacién de productos de PCR con
extremos romos y ya que la enzima utilizada para amplificar los productos de PCR
al amplificar deja extremos romos, se procedié con la ligacion directa para ser
utilizada en la trasformacion de la bacteria E. coli Top 10. Posteriormente, se
seleccionaron las clonas recombinantes positivas con resistencia a ampicilina, se
comprobaron por PCR en colonia y se cultivaron para la purificacion del ADN
plasmidico (Figura 24A). A partir de este se realiz6 otra PCR para su
comprobacién donde se pueden observar los amplicones en el peso aproximado a
474 pb para AB-ATG4, 383 pb para CD-ATG4, 468 pb AB-ATG17 y 347 pb para
CD-ATG17 en la Figura 24B y 2230 pb correspondiente al gen URA4 en la Figura
24C, obteniendo asi los fragmentos resguardados en E. coli para su amplificacion

y utilizacidn en experimentos posteriores.

81



Generacion de la construccion interruptora de los genes ATG4 y ATG17 y andlisis del nivel de ARNm en células envejecidas de

%, o’*“»

. '

o)

MPM Control URA4

DA 100pb () 2230pb

R
v
SR R ——

10Kb >

Fkb >

1kb >
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Figura 24. Purificacion de ADN plasmidico y comprobacién por PCR de los insertos AB y CD
y el gen URA4. A) ADN plasmidico, los plasmidos fueron nombrados de acuerdo al inserto que fue
introducido en el vector de clonacién pJET 1.2 blunt de la siguiente manera: pJET-U (pJET 1.2
+URA4), pJET/AB4 (pJET 1.2 +AB-ATG4, pJET/CD4 (pJET 1.2 +CD-ATG4), pJET/AB17 (pJET 1.2
+AB-ATG17) y pJET/CD17 (pJET 1.2 + CD-ATG17). B) PCR de los fragmentos AB y CD utilizando
como plantilla los ADN plasmidicos purificados. C) PCR del fragmento URA4 utilizando como
plantilla ADN plasmidico.

Una vez clonados, se realizd la restriccion enzimatica de los fragmentos
para el cassette interruptor. El primer paso fue digerir el plasmido pJET-Ura4 con
las enzimas Not1 y Kpn1 (Figura 25A) para sacar el fragmento completo
correspondiente al gen URA4 de 2230 pb con extremos cohesivos compatibles
para ligarse con el fragmento CD, para lo cual los plasmidos pJET-CD4 y pJET-
CD17 soélo fueron linearizados con la enzima Kpn1 donde se observaron los
plasmidos linearizados en el peso aproximado correspondiente a 3357 pb en el
caso de pJET/CD4 y 3321 pb para pJET/CD17 (Figura 25B) donde se dejo el
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extremo compatible con URA cohesivo; como siguiente paso se procedid con la
ligacion del fragmento URA digerido con los plasmidos pJET-CD4 y pJET-CD17 y
se hizo la comprobacion de la ligacion por PCR utilizando los primers ATG4 CD-S
o ATG17 CD-S y URA-Not1-S, donde la amplificacién de los productos ligados es
de 2704 pb para URA-CD4 y 2698 pb para URA-CD17 indica la ligacion positiva
(Figura 25C).

% %, PR
A Wt B Rhe, ey
10Kb > 3 10 Kb > kD> Lo
b 3Kb-> -
3Kb-> Lj_ - ‘-. IKb->
1Kb->

1kb> +» & 1Kb >

Figura 25. Ligacion de los fragmentos CD con URAA4. A) Digestion enzimatica de pJET-U con
Not1 y Kpn1. B) Plasmidos pJET/CD4 y pJET/CD17 linearizados con Kpnl. C) Comprobacion por
PCR de la ligacion de pJET/CD4 y pJET/CD17 con URA4 ligados por los extremos compatibles
Kpnl.

Una vez obtenidos los productos URA-CD4 y URA-CD17, se re-amplificaron
y se clonaron nuevamente en pJET1.2 blunt, se purificaron los plasmidos y se
digirieron con la enzima Notl y Xmal observando el producto de la digestion en
2700 pb aproximadamente para ambos, junto con el fragmento correspondiente al
vector pJET 1.2 el cual tiene un peso de 2974 pb, por lo que se tuvo cuidado de
cortar solo la banda correspondiente a 2700 pb, para eviat contaminacion con el
vector y asi ligar solamente con el fragmento URA-CD (Figura 24A) dejando el
extremo compatible para ligarse con el fragmento AB para lo cual se digirio el
plasmido pJET1.2-AB4/AB17 con las enzimas con Xhol y Notl observando los
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productos de la digestion en el peso aproximado de 474 pb para ATG4 y 468 pb
para ATG17 (Figura 26B); una vez que los fragmentos se ligaran por el extremo
digerido con Notl, la ligacion fue comprobada por PCR utilizando los
oligonucledtidos ATG4 AB-AS y ATG4 CD-S para la construccion AAtg4 (3174 pb),
y ATG17 AB-AS y ATG17 CD-S para la construccion AAtg17 (3168 pb) (Figura
26C).

Ry N )
3 < Ny 4 Sy QqQ
5\ §'} N C ‘§I é' §~° "?‘"

> = N O ; i Q
A §f§ §§ B 5 83 FE IS §5Ss
wm 5 $3F NEIRNE Sy §5 $8 78
1w £ &F MM GF S S M 25 PF S5

3 ] 1000pb 2S5 I F kb @ < & <
10 kb ->

3kb-> ey Tk

1000 pb ->

1kb -> 500 pb ->

100 pb ->

Figura 26. Ligacion de los fragmentos AB con URA4-CD. A) Digestién enzimatica de pJET/CD-
URA4 con Not1 y Xma1. B) Plasmidos pJET/AB4 y pJET/AB17 digeridos con Xhol y Notl. C)
Comprobacion por PCR de la ligacion de URA4-CD4 y URA4-CD17 con AB4 Y AB17 ligados por
los extremos compatibles.

Los productos se clonaron en el vector pJET 1.2 blunt en E. coli Top 10 y
las colonias transformadas se identificaron por PCR en colonia, en la figura 27B
se muestran el amplicon de 3168 pb en las clonas 3, 5 y 6 para el inserto
correspondiente a AAtg17 y en la figura 27A el amplicon 3174 pb en la clona 2
para el inserto AAtg4. Las construcciones AAtg4 y AAtg17 clonadas en pJET 1.2
fueron caracterizadas por restriccion enzimatica, de acuerdo con el mapa del
vector (Figura 28).La restriccidn de las construcciones con la enzima Bglll, libera
el inserto de 3102 pb para AAtg4 y 3079 pb para AAtg17 que corresponden a los
cassettes completos, mientras que la digestidon con la enzima Xbal la cual tiene un

sitio de reconocimiento en el sitio multiple de clonacién linearizé los plasmidos

84



Generacion de la construccion interruptora de los genes ATG4 y ATG17 y andlisis del nivel de ARNm en células envejecidas de

generando bandas en el peso correspondiente cassete completo mas el vector
(6030 pb AAtg4 y 6007 pb AAtg17) (Figura 29). En la Figura 29 se infiere que
efectivamente las construcciones tienen nuestro inserto y pueden ser utilizadas

para transformar a S. pombe.

A MPM  AAtg4
a

ke 1 Q
10kb->
3Kb-> [
1Kb->

MPM AAtgl?7
B ikp €1 €@ @G @ ¢ 6
10Kb -> 1
e - ow
1Kb->

(RN ] “n B

Figura 27. Confirmacién por PCR en colonia de las colonias transformantes con el
fragmento AATG4 y AATG17. Las colonias que mostraron turbidez en el caldo LB + Amp fueron
evaluadas por PCR en colonia. A) Evaluacion por PCR en colonia de 3 colonias, donde la colonia
2, resulto positiva al cassette AATG4. B) Evaluacion por PCR en colonia de 6 colonias, donde las
colonias 3, 5 y 6 resultaron positivas al cassette AATG17.
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NotI (329)
Bqlll (337)
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— Xhol (377)

Notl (836)

PIET-AATG4
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(3439) Bglll
(3433) Xbal
(3429) Smal
(3427) Xmal

(3066) KpnIl

(329) Notl Bglll (337)
| Xhol (352)
— Xhol (377)

pIET-AATG17
6007 bp

(3416) Bglll — 7
(3410) Xbal / “
(3406) Smal | [
(3404) Xmal |

|

(3058) KpnI

Figura 28. Mapa de los vectores pJET-Aatg4 y pJET-Aatg17. Construccion in silico utilizando el
programa SnapGene, se muestran los sitios de restriccion que flanquean el cassete de interrupcion

génica y el gen URA4 (http://www.snapgene.com).
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Figura 29. Digestiéon enzimatica de los plasmidos pJET recombinantes Aatg4 y AAtg17. En el
carril 2 se muestra el plasmido pJET-Aatg4 sin digerir, en el carril 3 digerido con Xbal, en el carril 4
digerido con Bglll, en el carril 5 el plasmido pJET-Aatg17 sin digerir, en el carril 6 digerido con Xbal
y en el carril 7 digerido con Bglll.

Ademas se hizo la secuenciacion de cada uno de los plasmidos con la
construccion interruptora BA-URA-DC, utilizando los oligonucleétidos AB-AS
(ATG4/ATG17) y CD-S (ATG4/ATG17) (Tabla 10). De acuerdo con la construccion
y el area que se clond del gen URA4, se deben mostrar coincidencias con las
regiones en el cromosoma mostradas en la figura 30. En el caso de ATG4 la
secuencia depositada en el GeneBank tiene su locus en las 4897936 a 4900012
en el cromosoma |, mientras que el locus del genATG17 se localiza en las
posiciones1226090 a 1228894 y para URA4 de 115589 a 116726. Los
oligonucledtidos AB y CD para ATG4 amplifican desde 4897516 hasta 4899822,
para ATG17 desde 1226717 a 1229309 y en el caso de URA4 se amplifico desde
la posicidon 115093 a 117311. El analisis de la secuencia en BLAST con el
oligonucledtido ATG4 AB-AS mostré coincidencia con la region indicada en el
cromosoma y no con ATG4, ya que la secuencia correspondiente al promotor

proximal no esta reportada como parte del gen y coincidentemente, esta
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secuencia corresponde a regiones conservadas en el genoma como secuencias
retrotransponibles. De la misma forma, el promotor proximal de URA4 no esta
reportado como parte del gen, por lo que no muestra coincidencias con el gen,
pero si con el genoma en la region amplificada, al hacer el analisis con BLAST en
el oligonucledtido ATG4 CD-S se muestran coincidencias tanto con el gen ATG4
como URA4 y TAM14 el cual es un gen adyacente a URA4 y se encuentra dentro
de la regién que se amplificd; por lo que se puede concluir que el cassette AATG4
se construyd de la forma propuesta en la figura 19. Con respecto a la
secuenciacion del plasmido con la construccién interruptora BA-URA-DC de
ATG17 (ANEXO 3.1), la reaccion con el oligonucledtido ATG17 AB-AS muestra
coincidencias con el gen MAM4 el cual se encuentra dentro de la region promotora
proximal del gen ATG17 y coincidencias con el cromosoma Ill en la region
correspondiente al promotor proximal del gen URA4. La reaccién con el
oligonucledtido ATG17 CD-S, mostré coincidencias con un gen que se traslapa
con el gen ATG17, con el gen URA4 y TAM14 correspondientes a la region
amplificada para la construccion del cassette, por lo que se puede concluir que se

tiene el cassette AATG17 como se plante6 previamente.

Chromosome | - NC_003424.3

[ 4893974 p [ 4206394 p
3PAC19B12.06¢ at ot m— sst2
SPAC19B12407¢ srpld vipll

SPAC19B12.11¢

Chromosome | - NC_003424.3

[1219252 p [1233115p
SPNCRNA+554 PSM3 ot gl 7 C—— SPNCRNA.+ 726
SPNCRNR. 725 moamé
nhti SPACL10FG.10 SPAC10F6413¢

Chromosome lll - NC_003421.2

[114921 p [119962 p
tomld urad 4 new2S SPNCRNA+1110
SPNCRNA.129 SPCC330406¢
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Figura 30. Contexto genémico de los genes ATG4, ATG17 y URA4 de S. pombe.
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/)

De acuerdo con la metodologia descrita para el reemplazo génico de un
solo paso es necesaria la linearizacion por restriccion enzimatica del vector,
flanqueando los extremos 5 y 3 homdlogos, los cuales son aptos para
recombinarse y direccionar la integracion en el locus del gen enddgeno, lo cual
resultaria en la integracién del gen URA4 (Rothstein, RJ. 1983). Por lo que en este
trabajo se linearizaron los vectores utilizando la enzima Xbal (Figura 31) donde se
puede observar que en caso de que no se diera la linearizacion por fendbmenos de
superenrrollamiento el plasmido se observa en un peso superior y en caso de que
se lleve a cabo la restriccidon enzimatica, los plasmidos se observan en su peso
(6030 pb AATG4 y 6007 pb AATG17), se cortd la banda correspondiente, se
purifico y se utilizo para la transformacién de la levadura S. pombe 3D. De acuerdo
con el genotipo de las cepas auxotréficas para la transformacion, éstas tienen
deletado el fragmento de 1.8 kb correspondiente al gen URA4, por lo que en caso
de que haya insertado el cassette de interrupcion, la amplificacidon tanto del gen
URA4 (1764 pb) como del cassette seria positiva (3174 pb AATG4 y 3168 pb
AATG17). El resultado fue la obtencion de colonias positivas tanto para ATG4

como ATG17 (Figura 32), las cuales se corroboraron por PCR en colonia.

MPM  AATG4 AATG4 AATG17
1kb Xbal Xbal

10 kb ->
6 kb ->

6030pb 6007 pb

1 kb ->

Figura 31. Linearizacion de los plasmidos pJET-AATG4 y pJET-AATG17. En el segundo carril
se muestra al plasmido pJET-AATG4 sin linealizar, en el tercer carril se muestra al plasmido pJET-
AATG4 linearizado con Xbal y en el cuarto carril al plasmido pJET- AATG17.

89



Generacion de la construccion interruptora de los genes ATG4 y ATG17 y andlisis del nivel de ARNm en células envejecidas de

A

1Kb €1 C2 C3 C4 C5 C& C7

b c1 c2 €3 ca c5 C6 C7
10 Kb >

- - - e~ -
smo'

» 1Kb->
e 1)
P i

Figura 32. Comprobacién por PCR en colonia de las transformantes S. pombe 3D AAtg4 y
AAtg17. En el lado izquierodo se muestran las placas con los colonias resultantes de la
transformacion. A) Para la identificacion de las colonias transformantes AAtg4 se utilizaron los
oligonucledtidos ATG4 AB-AS y ATG4 CD-S correspondientes a la construccion completa del
cassette interruptor observando a las colonias 1 y 7 positivas. B) Para la identificacion de las
colonias transformantes AAtg17 se utilizaron los oligonucleétidos ATG17 AB-AS y ATG17 CD-S
correspondientes a la construccion completa del cassette interruptor observando a las colonias 4, 6
y 7 positivas.

4

Posterior a ésta transformacion, se hizo una segunda verificacion de las
colonias por PCR en colonia utilizando oligonucleétidos que amplifican el marco de
lectura abierto del gen URA4, el cual amplifica si la cepa tiene el gen URA4 en su
genoma, lo cual seria resultado de que se insert6 el gen ya que la cepa S. pombe
3D tiene eliminado el fragmento de 1.8 kb del gen URA4 (Figura 33), donde se
pudo observar que habia amplificacién del gen URA4 en cada una de las colonias

seleccionadas.
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MPM C1 Q c3 c4q a c2 3
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Figura 33. Comprobacion por PCR en colonia de las transformantes de S. pombe 3D AAtg4
y AAtg17. Identificacion del ORF URA4 con oligonucleétidos especificos, producto de 1764 pb. Se
pueden observar que las colonias del 1 al 4 de AAtg4 y las colonias del 1 al 3 de AAtg17,
mostraron amplificacion del gen URA4.

Como parte de la comprobacion del reemplazo génico se seleccion6 al azar
una colonia para AAtg4 y una para AAtg17 se cultivaron, se purific6 su ADN
cromosomico y a partir de éste se hizo PCR. Se utilizaron dos combinaciones de
oligonucledtidos, la primera con ATG4/17 AB-AS y ATG4/17 CD-S (carriles 2y 5
de la figura 34) y la segunda con ATG4/17 AB-S y ATG4/17 CD-AS (carriles 3y 6
de la figura 34) los cuales amplificarian la construccion completa del cassette
interruptor en caso de haberse insertado en otro lugar en el genoma, ademas se
incluydé un control adicional con oligonucledtidos especificos para la secuencia
codificante de los genes ATG4 y ATG17, el cual no debe amplificar en caso de
que el reemplazo génico sea positivo; sin embargo, esta ultima PCR generd un
amplicbn como se puede observar en los carriles 4 y 7 de la figura 34, lo cual
indica que el reemplazo génico no fue exitoso y existe la posibilidad de que el

cassette pudo insertarse en otro lugar en el genoma.
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Figura 34. Comprobacion por PCR de las transformantes S. pombe 3D AAtgd y AAtg17. Se
muestra la comprobacién de la interrupcion génica por PCR de la colonia transformante S. pombe
3DAAtg4, en el carril 2 se utilizaron los oligonucleétidos ATG4 AB-AS y ATG4 CD-S y en el carril 3
ATG4 AB-S y ATG4 CD-AS correspondientes a la construccion completa del cassette de
reemplazo génico y en el carril 4 oligonucleétidos especificos para ATG4. Se muestra ademas la
comprobacion de la interrupcion génica de Atg17, en el carril 5 se utilizaron los oligonucledétidos
ATG17 AB-AS y ATG17 CD-S y en el carril 6 ATG17 AB-S y ATG17 CD-AS correspondientes a la
construccion completa del cassette de reemplazo génico y en el carril 7 oligonucleétidos
especificos para CDS de ATG17.

Teniendo en cuenta que el resultado mas posible seria el inserto con la
organizacion AB-URA4-CD, se decidié purificar de la banda y mandar a
secuenciar el amplicon resultante de esta PCR (Anexo 3.2), el resultado esperado
era una coincidencia tanto para los genes de interés asi como para el gen URA4
como en caso de la secuenciacion del plasmido con la secuencia de interrupcion.
Sin embargo, una vez obtenidos los resultados de la secuenciacion se observo
que solo hay coincidencias para el gen de interés y no para URA4 (Anexo 3.2),
por lo que es claro que no se dio la interrupcién.

Posterior a la secuenciacién se repiti6 la transformacién utilizando
diferentes cepas mutantes de S. pombe la cuales tienen auxotrofia para uracilo
(Tabla 17), en aquellas placas en las que se observd crecimiento se realizo la
PCR en colonia; sin embargo, en este caso se utilizaron oligonucleétidos que
amplifican parte de la secuencia codificante del gen de interés por lo que se
esperd que resultaran negativas. No obstante, se observdé un amplicon en cada
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una de ellas, por lo que se concluye que a pesar de que hay crecimiento en el

medio sin uracilo no hay reemplazo génico (Figura 35).

MPM ,___ AAtg4 MPM AAtg17 .
100 pb C1 C2 c3 100pb C1 C2 C3 c4

1000 pb -> 1000 pb ->
500 pb -> 500 pb ->

100 pb ->
100 pb ->

Figura 35. PCR en colonia de las colonias transformantes de S. pombe 3D AATG4 y
AATG17. En el lado izquierdo se observan los amplicones correspondientes a parte del gen ATG4
de 119 pb y en el lado derecho los amplicones correspondientes a un fragmento del gen ATG17 de
99 pb.

Finalmente, para confirmar en forma definitiva la interrupcion de los genes
en estudio, se realizé una PCR flanqueando las regiones AB y CD en las colonias
presuntas positivas a la interrupcion del gen ATG4 o ATG17, para lo cual fue
necesario realizar la purificacion de ADN cromosomico. En caso de la insercion
correcta del cassette de interrupcion, el amplicén debe corresponder a un peso de
3178 pb para ATG4 y 3166 pb para ATG17. En caso de que no existir la
interrupcion, los amplicones corresponderian a un peso de 2518 pb y 2764 pb
respectivamente. Para la cepa diploide S. pombe 826 seria posible observar
ambas bandas si se interrumpidé un alelo; sin embargo, de acuerdo, sélo se
observaron los amplicones correspondientes al peso aproximado de 2518 pb y
2764 pb (Figura 36), lo cual indica que no se tuvo éxito en la transformacion de S.
pombe, a pesar de que el cassette de interrupcion cuenta con las caracteristicas
necesarias para insertarse en el cromosoma las cuales incluyen que las regiones
flanqueantes sean de >250 pb, las cuales producen una alta eficiencia en la
mutagénesis y una eficiencia en la integracion de hasta el 100% (Wendland, J.,
2003).
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Figura 36. PCR de las colonias transformantes de S. pombe AATG4 y AATG17. Se utilizé
como control de amplificacion la cepa S. pombe 972, la cual debe mostrar la amplificacion del gen
sin interrupcién de ATG4 correspondiente al peso de 2518 pb, se observa amplificaciéon en el
mismo peso tanto en las colonias transformadas con el cassette AATG4 de S. pombe 3D y S.
pombe 826. Se observa de la misma manera amplificacion en el peso aproximado de 2765 pb en el
caso de las colonias transformadas con el cassete AATG17.

Debido a que no se tuvo éxito en la transformacion se decidié hacer PCR
en colonia a cada una de las cepas ocupadas las cuales son: la cepa diploide S.
pombe 826 y tres haploides S. pombe 3D, S. pombe 4X y S. pombe Leu 1-32, en
cuyo genotipo se reporta un AURA4D18 con auxotrofia a uracilo a excepcion de S.
pombe Leu 1-32 que solo tiene reportada la mutacién en gen LEU. En principio, se
buscé que en ninguna de éstas se amplificara el gen URA4, excepto enla cepa S.
pombe Leu 1-32. El resultado fue la amplificacién del gen URA4 en las tres cepas
haploides (Figura 37). Posterior a esto se mandaron a secuenciar los amplicones
para ver si éstos correspondian al gen URA. El analisis de la secuencia determiné
que en cada una de las cepas existe el gen URA con un 99% de similitud (Anexo
3.3); con lo que se corrobora que no existe la interrupcion del gen URA4. Segun la
descripciéon del fenotipo de las mutantes éstas son D18, lo cual indica que se
deleté el fragmento de 1.8 kb por restriccion enzimatica (Grimm, C., 1988), este
resultado sugiere que éstas cepas pudieron ser transformadas con anterioridad, lo

que imposibilita su transformacién, ya que la probabilidad de que lleve a cabo la
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hibridacidn con el gen de interés es mas pequeia teniendo en cuenta que la cepa
contiene el gen de seleccion en el cassette de reemplazo génico, y puede hibridar
con el genoma de la levadura con mayor probabilidad que los fragmentos de los
genes de interés mucho mas pequefos, ademas de que en éste caso, el método
de seleccion no es el indicado, ya que si éstas cepas tienen en su genoma el gen
URA4 éstas son capaces crecer en el medio sin uracilo, el cual es nuestro
marcador de seleccion. La generacion de mutantes Atg4 y Atg177 por reemplazo

génico tendra que abordarse en posteriores trabajos.

MPM  5P826  SP3D MPM SP4x SPLeu
1kb h+/h' h* 1 kb h* h*
10 kb ->
3 kb ->
~ <-1764 pb
- <- 1764 pb
- 1 kb ->
1 kb -> ",..‘ | JRE—

Figura 37. PCR en colonia de cepas de S. pombe. Amplificacion del gen URA4 en diferentes
cepas mutantes URA D18 de S. pombe, teniendo positivas 3 cepas haploides. Se muestra
amplificacion en las cepas de S. pombe 3d, 4x y Leu (haploides)

Con los resultados expuestos anteriormente, indicativos de que no se logro
hacer la interrupcidn génica, se propone que es posible que la orientacidén de los
fragmentos AB y CD homologos a los genes ATG4 y ATG17 en la construccion de
los cassette de interrupcion no es la adecuada, ya que de acuerdo con los
reportes, la construccion debié tener una orientacion AB-URA4-CD y en el
presente trabajo se plante6 de manera BA-URA4-DC, lo que haria que el cassette

entrara en posicion contraria y dificultaria el posicionamiento correcto del cassette.
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10. CONCLUSIONES

En S. pombe sometida a envejecimiento cronolégico, el nivel de expresion
del ARNm de los genes de autofagia se expresa de la siguiente manera:

* En condiciones de crecimiento en medio minimo EMM, hay una disminucion
significativa de los niveles de ARNm de los genes ATG4 y ATG17 a partir
del dia 6, caracteristico del envejecimiento cronoldgico donde se ha
propuesto que hay disminucion de la autofagia.

* En condiciones de crecimiento en medio rico YE, existe un aumento
significativo en los niveles de ARNm de los genes ATG4, ATG17 y ATG18a,
a partir del dia 6 de cultivo, como respuesta a las condiciones nutrimentales

y al aumento de estrés en células envejecidas.

Se realizd la construccion de los genes para el reemplazo génico en la
orientacion BA-URA4-DC para ATG4 y ATG17

* No se logro el reemplazo de los genes ATG4 y ATG17 en las cepas de S.
pombe 3D, 4X y 826.
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11. PERSPECTIVAS

Medir por Western blot los niveles de proteina de los genes ATG4 y ATG17.
Hacer un replanteamiento sobre las construcciones de interrupcion para el
reemplazo génico, donde tengan la orientacién AB-URA4-CD.

Realizar el reemplazo génico y complementacion de los genes ATG4 y
ATG17 de S. pombe y hacer su caracterizacion en condiciones de
envejecimiento cronoldgico.

Generar la construccion para el reemplazo génico del gen ATG18a y
caracterizar el efecto sobre el envejecimiento cronoldgico.

Medir la actividad de la proteina ATG4 con la construccion ATG8-GFP, por
microscopia de fluorescencia y Western blot en condiciones de
envejecimiento cronoldgico y en las mutantes a las que se les haya hecho
el reemplazo génico.

Hacer un microarreglo a las cepas a las que se les haga la delecion para
caracterizar las vias que se ven afectadas en ausencia de éstos genes y

ver la respuesta en condiciones de envejecimiento cronoldgico.
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13. ANEXO: REACTIVOS

13.1. Medios de cultivo
Medio YE (Yeast Extract)

Reactivo Concentracion
Extracto de levadura 0.5%
Dextrosa 3%/2%

Medio EMM (Edinburgh minimal media)

Reactivo Concentracion
Acido ftalico 3.3g

Na,PO, 2244

NH,4CI 55¢

Sales 50X 2%

Glucosa 2%

* Aminoacidos (sin son requeridos)
* Vitaminas 1X
* Minerales 1X

Complejo vitaminico 1000X

Reactivo Concentracion

Acido pantoténico 0.1 %

Acido nicotinico 1%
Inositol 1%
Biotina 0.1 %

Complejo de Minerales 10 000X

Reactivo Concentracion
Acido bérico 0.5%
MnSQO4 H,O 0.45 %
ZnS0O, 7H,0 0.72 %
FeCl,.4H,0 0.17 %
Acido molibdico 0.16%
K 0.1%
CuSQO, 5H,0 0.10 %
Acido citrico 1.1 %
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Sales 50X

Reactivo Concentracion
MgCI2 6 H,0O 0.00535 %
CaCl2 2H,0 0.075 %
KCI 5%
Na, SO, 0.2%

Medio LB (Luria Bertani)

Reactivo Concentracion
Extracto de levadura 0.5 %
NaCl, 0.5%
Triptona 3%

Medio YNB (Yeast Nitrogen Base)

Reactivo Concentracion
YNB DIFCO 6.7 %
Acetato de Sodio 1%

KCI 0.9 %
Glucosa 3%

* Componentes auxotroficos
(Leucina 1X, Adenina 1X, Uracilo 1X, Timina 1X)

13.2 Reactivos para transformacion y lisis

Solucion de lisis para ADN

Reactivo Concentracion
Triton (X-100) 2%
SDS 1%
NaCl 100 mM
Tris-HCI pH 8 10 mM
EDTA 0.38 mM
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Buffer de Zimolyasa

Reactivo Concentracion

Acido citrico pH 5.6 50 mM

Na,HPO, pH 5.6 50 mM
EDTA pH8 40 mM
Sorbitol 1.2 mM
LiOAC/TE

Reactivo Concentracion
* LiOAc 10X
Acetato de LitopH 7.5 10M
*TE 10X
Tris/HCI pH 7.5 100 mM
EDTA pH 8 10 mM

40% PEG/LIiOACc/TE

Reactivo Concentracion
LiOAc 1X
TE 1X
PEG 40 %
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13.3 Electroferogramas

ATG4 AB-AS

GATACAC  TACG TTGCGTATCAC TATATGTCATATGTTGGAATACTAGC TAAGATCCG™

Max | Total Query

Description ident  Accession
score score cover value

[m] pombe 972h- element (Tf2-7), mMRNA 363 363 73% 1e-99 86% NM_001020326.2

[m] pombe 972h- Amt3 (amt3), mRNA 333 333 42% 1e90 96% NM_001019409.2

[m] pombe 972h- (SPCC1020.05), mRNA 281 281 33% 4e-75 98% NM_001022945.2
Description Max | Total |Query| E |, | Accassion

score score | cover value
=} pombe 972n I, complete sequence 1134 1134 91% 0.0 96% NC_003421.2

ATG4 CD-S

ACTG TTAAACAATGAGTCTGTTTGAT TTTTTATTAAATGTGCGTATTTGAAATGGATG

Max Total Query E

Description T [ | s Ident Accession
m] pombe 972h- Atg8 o Atgd (atgd), mRNA 592 592 27% d4e-168 99% NM_001020198.2
m] jpombe 972h- orotidine 5" Urad (urad), mRNA 429 429 27% 3e-119 90% NM_001022700.2
) Schizosaccharomyces pombe 972h- conserved fungal protein (tam14), mMRNA 137 137 6% 2e-31 100% XM_004001688.1
ATG17 AB-AS

TAGCCTTGAAGGAGAAAAAGGC TATAAAAATAAT TTGTTAT GAGAT TTGTATAGTCAGATC

Description Macffotal | Query, E Ident Accession
score score cover value
(=] jpombe 972h- protein-S o] Mamd4 (mam4), mRNA 398 398 47% 3e-110 100% NM_001018660.2
Description Max | Total | Query| E [igony Accession
score  score | cover value
=] pombe 972h- 111, complete sequence 1040 1040 91% 0.0 94% NC_003421.2

ATG17 CD-S
A AA

TAAGAACATGTGATTGGAGCAATTTTA CCTATTTGCACCGATATTGTGTATTATA

500 510 520 530 540 550

Description ::::e :::‘l l:::err B Ident Accession
[m] pombe 972h- iated protein Kinase activator Atg17 (atg17), mRNA 601 601 26% 6e-171 99% NM_001018659.2
(0} Schizosaccharomyces pombe 972h- protein kinase, RIO family (predicted) (SPAC10F6.10), mRNA 601 601 26% 6e-171 100% NM_001018658.2
(=] jpombe 972h- orotidine 5 Ura4 (ura4), mRNA 462 462 27% 3e-129 91% NM_001022700.2
o pombe 972h- conserved fungal protein (tam14), mMRNA 137 137 6% 2e-31 100% XM_004001688.1

Anexo 3.1. Secuenciacion de los plasmidos pJET-AATG4 y pJET-AATG17.La secuenciacion
se realizé por el método de Sanger automatizado en capilar, las secuencias arrojadas fueron
analizadas con el programa BLAST. Se observan fracciones de los electroferogramas obtenidos
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donde se observa que éstos son de buena calidad y el resultado del analisis con el programa
BLAST muestra coincidencias con las regiones de interés (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

10 200 00 20 230 U0 250
[ lIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIII
| A1 ¢ CGGGTATCTATGTATATAR A6 AT ATARAACGC
Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences © ]
Mouse over to see the title, click to show alignments
Color key for alignment scores
W <40 [l 40-50 50-80 i 80-200 W >=200
1 200 400 600 800 1000 1200
Descriptions
Select: ﬂ@ Sele-ded.o
3 Alignments | Dowr cs Dist: t r <)
Description ::::(e ;:1 ‘::53 vAIEue Ident Accession
(m] pombe 972h- Atg8 Atgd (atgd), mRNA 1899 1899 83% 00 99% NM_001020198.2
550 560 0 50 0 £00
frennnnnie e tpbin bbb bnebbbbrnbeerrnnnrnnbibonrnrnrnesinl
TGAAAAGTTITGT T GGCCGEGATAT ATAT AT ARAATATATATCTIATCCTI TATATAT CTATATAGTITITC!
MNM I Y
IGraphic Summary
Distribution of the top 2 Blast Hits on 2 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments.
Color key for alignment scores
W <40 W 4s0-50 50-80 W 80-200 W>=200
r Query = |
l]. 2[0 0 4IOO 6‘00 BIOD 1 0‘00 1 2‘00
SDescriptions
Select: All None Selected:0
1t Alignments o
Max | Total Query E 400 accession

Description
score score cover value
1247 1247 61%

344 344 15% 1e93 100% NM_001018660.2

00 96% NM_001018659.2

protein kinase activator Atg17 (atg17), mRNA

pombe 972h- autopha

ine O- Mamd (mam4), mRNA

pombe 972h- protein-S

Anexo 3.2. Secuenciacion de los plasmidos AB-URA4-CD.La secuenciacion se realizé por el
método de Sanger automatizado en capilar, las secuencias arrojadas fueron analizadas con el
programa BLAST. Se observan fracciones de los electroferogramas obtenidos donde se observa
que éstos son de buena calidad y el resultado del analisis con el programa BLAST, muestra las
coincidencias so6lo con el gen de interés y no con el gen URA4
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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